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1.  Summary 
Teneurins are a novel family of type  II transmembrane proteins. They are highly conserved 
from invertebrates to vertebrates, in which four paralogs exist, called teneurin‐1 to ‐4. Their 
main expression site is the developing nervous system, where they are expressed in distinct 
non‐overlapping  patterns.  Further  studies  suggest  that  they  have  important  functions  in 
many different developmental processes, mainly at sites of migration and pattern formation. 
The exact mechanism of action of the teneurins is still under investigation. However, it does 
involve  homophilic  interactions  and  the  release  of  the  intracellular  domain  from  the 
membrane and its translocation into the nucleus. 
In the first part of the thesis, I am presenting a study of the possible evolutionary origins of 
teneurins,  identifying  a  teneurin‐like  gene  in  the  choanoflagellate  Monosiga  brevicollis. 
Furthermore,  alternative  splicing  of  the  intracellular  domain  and  conservation  of  nuclear 
localization sequences and protease cleavage sites were analyzed. 
In  the  second  part  of  the  thesis,  I  analyzed  the  transcriptional  regulation  of  human 
teneurin‐1, contributing to  its patterned expression  in the brain.  I found a novel conserved 
alternate promoter, upstream of the annotated transcription start. The transcription factor 
Emx2 directly binds to a single conserved homeobox binding site  in this novel promoter,  in 
vitro and  in vivo and Emx2  is able  to activate  teneurin‐1 expression  in  reporter assays, as 
well as on the endogenous level. 
In the third part of the thesis, I  investigated the homophilic  interactions of teneurins, using 
an atomic  force microscope  (AFM) as a  single cell  force  spectroscope  (SCFS). This  showed 
that  the  intracellular  domain  is  essential  for  mediating  adhesion  forces,  established  by 
homophilic  interactions by the extracellular domains. The NHL repeats of teneurins  located 
in the large extracellular part between the EGF‐like repeats and the YD‐repeats are essential 
in discriminating homophilic versus heterophilic  interactions. Finally,  I could show  that  the 
homophilic  interactions mediated by  the NHL domains provide  a  signal  for  slowing down 
neurite outgrowth of Nb2a cells.   
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2.  Introduction 
Cell‐cell  interactions  are  fundamental  for  the  regulation  of  many  basic  developmental 
processes and are mainly mediated by  transmembrane proteins. The process of projecting 
neurons finding their target region in the brain is such an example, of how cell‐cell adhesion 
contributes to regulating higher biological  functions. Since the protein  family analyzed, the 
teneurins,  show  characteristics of  target  recognition molecules,  I will  first  introduce basic 
adhesion processes, followed by an introduction to the development of the nervous system 
and subsequently a more detailed introduction into the teneurin proteins. 
2.1  Cell­Cell and Cell­ECM adhesion 
In  complex  multicellular  organisms,  cells  have  to  interact  with  each  other  and  the 
surrounding extracellular matrix  (ECM)  to  form and maintain  tissues and organs.  Figure 1 
gives an overview of cell‐cell and cell‐ECM  interactions. Mature cell  junctions such as  tight 
junctions, gap junctions, adherens junctions, desmosomes and hemidesmosomes have many 
different functions ranging from communication to providing stability. For these junctions to 
form and mature,  cells have  to adhere  to each other  first. Specialized  integral membrane 
proteins  called  cell‐adhesion  molecules  (CAMs)  mediate  these  cell‐cell  adhesions.  Many 
CAMs contain multiple distinct extracellular domains, which are usually present  in repeats. 
Cell‐cell adhesions are often mediated by two types of molecular interactions (Figure 2). In a 
first step, CAMs laterally associate on the same cell, called cis interactions, and form dimers 
or higher oligomers. By utilizing different domains, the CAMs can either bind homophilic to 
the same kind of CAM, or heterophilic to different CAMs expressed in an adjacent cell, called 
trans interactions. These two types of interactions can lead to a specific clustering of CAMs 
at contact sites, resulting in a high local concentration of CAMs. This is an important form of 
regulation of the adhesion force, because unlike other cell surface receptors, CAMs usually 
have a very low binding affinity to their ligands. The intracellular domains of CAMs can exert 
different  types  of  functions.  They  can  either  act  as  signal  transducer  recruiting  signaling 
complexes  or  as  adapter  proteins,  directly  or  indirectly  connecting  CAMs  to  the 
cytoskeleton.  The  majority  of  CAMs  can  be  categorized  in  four  major  protein  families: 
cadherins, selectins, immunoglobulin (Ig) superfamily and integrins.1  
The cadherins  form with more than 100 members the  largest group of CAMs. They can be 
further  grouped  into  at  least  six  subgroups.  Cadherins  have  several  different  important 
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functions,  particularly  during  early  differentiation.  The  most  widely  expressed  and  best 
studied  cadherins  are  the  so‐called  “classical”  cadherins:  E‐  and  P‐cadherins  expressed  in 
epithelial  cells  and  the  neuronally  expressed  N‐cadherin.  All  cadherin  interactions  are 
dependent  on  the  extracellular  concentration  of  Ca2+‐ions.  All  cadherins  have  highly 
conserved  intracellular domains, mediating  interactions with  the  cytoskeleton  in order  to 
establish  the  adhesive  forces  of  cadherin‐dependent  cell  adhesion.2 Many  cadherins  and 
protocadherins  are  expressed  in  distinct  patterns  in  the  developing  and  adult  nervous 
system and show concentrated localization at synapses. It is believed that cadherins do not 
only establish embryonic structures, but also functional compartmentalization and synaptic 
connectivity.3 
 
Figure 1: Schematic overview of major adhesive cell‐cell and cell‐ECM interactions 1 
Tight junctions, Gap junctions, adherens junctions, Desmosomes and Hemi‐Desmosomes are various 
mature  cell  junctions  that  act  as  important  mediators  of  tissue  integrity  and  communications 
between cells. Cell‐cell adhesion is mediated by cell adhesion molecules (CAMs). 
 
Another Ca2+‐dependent  class of  adhesion molecules  is  formed by  the  selectins.  Selectins 
bind  to carbohydrates at  the cell  surface. The dominant  sites of expression are blood and 
endothelial  cells.  They  play  an  important  role  in  leukocyte  extravasation  from  the  blood 
stream, as well as in other inflammatory processes.4 
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The Immunoglobulin‐like CAM (Ig‐CAM) superfamily mediates cell adhesion  independent of 
Ca2+‐ions.  The  typical  Ig  domains  consist  of  two  anti‐parallel  β‐sheets,  which  form  a 
sandwich.5 The number of these modules varies. The first and best described member of this 
family  is  NCAM,  which  is  widely  expressed  in  most  cell  types,  including  most  neurons. 
NCAMs exist  in three major  isoforms, but at  least 20  isoforms are generated by alternative 
splicing. All NCAM isoforms can be heavily modified posttranslationally. Just like other CAMs, 
NCAMs can increase cell adhesion by homophilic binding, but they were also shown to bind 
heterophilically to other partners and perform signaling functions.6  
Integrins perform different  functions  from  the other CAM  families described above. While 
some  integrins  are  involved  in  cell‐cell  interactions,  the  majority  of  integrins  are  ECM 
receptors.  Integrins  are  glycoproteins  that  form  non‐covalently  linked  heterodimers, 
consisting of an α‐ and β‐subunit.  In mammals, 18 α‐ and 8 β‐subunits are encoded  in the 
genome, which can combine to a total of 24 αβ‐integrin receptors. Most of the ECM proteins 
like  collagens,  fibronectin and  laminin are  recognized by  specific  integrins. Many  integrins 
can  be  found  in  different  conformational  states,  influencing  their  receptor  affinity.  An 
important  regulator  of  integrin‐mediated  adhesion  is  the  clustering  of  the  receptors  at 
contact sites.7 Like the other CAM families,  integrins do not only function  in promoting cell 
adhesion,  but  also  activate  intracellular  pathways  leading  to  proliferation,  survival  and 
migration.  
 
Figure 2: Schematic model for the generation of cell‐cell adhesions 1  
Within the plasma membrane of one cell, CAMs form dimers and higher oligomers. This  interaction 
on the same cell is called “cis”‐interaction. Interactions of different domains of the CAMs on adjacent 
cells generate strong adhesion forces between two cells and are called “trans”‐interactions. 
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2.2.  Early neuronal development and axon guidance 
2.2.1   Early neuronal development 
During gastrulation,  the primitive  two‐layered embryo  is  transformed  into a  three‐layered 
structure. The epiblast cells of the upper layer will differentiate into the three primary germ 
cell layers: endoderm, mesoderm and ectoderm. The ectoderm in vertebrates is divided into 
three  parts:  the  external  ectoderm, which will  give  rise  to  the  epidermis  of  the  skin,  the 
neural crest and  the neural  tube, which  together  form  the neuroectoderm. Therefore,  the 
entire nervous system of vertebrates is derived from the ectoderm. 
After the neural progenitor cells are produced during gastrulation and positioned along the 
rostral‐caudal midline, the formation of the neural tube as the first defined neural structure 
is the next major step in brain development. 
During the first step of neural tube formation in vertebrates, two ridges form on both sides 
of the midline, where the neural progenitor cells are located. These ridges grow, fold inward 
and form a hollow tube. The closure of this tube begins  in the center of the embryo, while 
the caudal end is the last to close. The neural tube is thus filled with a single layer of neural 
progenitors  adjacent  to  the  hollow  center.  This  zone  is  called  the  ventricular  zone.  The 
neural tube undergoes rapid growth and eventually  forms the three primary brain vesicles 
(Figure 3A). The most anterior vesicle, the prosencephalon is the precursor of the forebrain. 
The mesencephalon  in  the  center will  give  rise  to midbrain  structures, whereas  the most 
posterior  rhombencephalon  will  become  the  hindbrain.  These  primary  vesicles  further 
subdivide and form the five secondary brain vesicles (Figure 3B). The primary organization of 
the central nervous system is now established.8, 9 
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Figure 3: Schematic representation of vertebrate brain development and segmentation 
Lateral  (upper  panel)  and  dorsal  views  (lower  panel)  of  successive  older  stages  of  vertebrate 
development are shown (A,B,C) (A) The primary three brain vesicles are shown. (B) The primary three 
vesicles are further subdivided into five secondary vesicles. (C) The basic brain segmentation can be 
related to the overall organization of the mature brain (adapted from 10) 
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2.2.2   Patterning and segmentation of the brain 
Segmentation of the brain into different vesicles and those vesicles into neuromers is a key 
concept in brain development. The further division into functional subunits (nuclei) is called 
patterning. These nuclei have distinct functions and patterns of connectivity (see Figure 4).11 
During  the development of  the brain,  this  specialized  arealization  is  set up by  a  complex 
interplay of networks of transcription factors and secreted signals.12 This organization is best 
studied in the cerebral cortex.  
 
Figure 4: Dorsal view of an adult mouse brain13 
The adult mouse brain is organized into functionally and histologically distinct areas. Different major 
areas are labeled. The motor area is located in the rostral part, whereas the visual areas are located 
caudal. The somatosensory areas are located in between, in the medial part. 
 
The described primary organization of the brain is a result of neural patterning in the neural 
plate. This anterior‐posterior patterning of the brain resulting  in the five secondary vesicles 
is  directed  by  a  variety  of  proteins.14 Most  prominent  among  those  factors  are  the  hox 
genes. The homeobox domain‐containing transcription factors are expressed  in an ordered 
pattern  in different  tissues, with  the brain being  the major expression  site. Hox genes are 
homologs of the Drosophila Hom‐C genes, which are important for segmentation of the body 
axis. In the vertebrate brain, the defined expression of a combination of different hox genes 
defines  the  position  and  identity  of  the  rhombomeres  in  the  rhombencephalon,  the 
developing hindbrain.15  
The  dorsal‐ventral  polarity  is  mostly  established  by  secreted  signals.  These  signals  are 
produced  in  signaling  centers  along  the  edges  and midline of  the neural plate.  The  sonic 
hedgehog (Shh) protein is expressed in the ventral region of the neural plate.16 On the dorsal 
side, secreted bone morphogenetic proteins (BMPs) regulate dorsal cell identities.17 Another 
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secreted protein  important for arealization  in the developing brain  is the fibroblast growth 
factor 8  (Fgf8).18 Together with  the signal molecules mentioned above,  it  forms a complex 
network of regulation. Changes  in the expression strength of each member of this network 
by  either  a  gene  knock‐out  or  overexpression,  will  lead  to  alterations  in  brain 
morphogenesis.19  
The  secreted  factors  mainly  establish  the  specialized  area  identity  through  the  graded 
expression of  transcription  factors. Several  transcription  factors are expressed  in gradients 
along the dorso‐ventral and rostro‐caudal axes of the cerebral cortex. The most prominent 
members are COUPTF1, Lef1, Lhx2, Emx2 and Pax6.11 The latter two factors are well‐studied 
and  play  an  important  role  in  the  early  patterning  of  the  cortex.20  The  homeodomain 
transcription  factor  Emx2  is  expressed  in  a  low  rostral  to  a  high  caudal  gradient.21  The 
paired‐box containing transcription factor Pax6 is expressed in an opposite gradient to Emx2 
(see Figure 5 A).22 The balance of expression of those two transcription factors regulates the 
functional  fate  of  a  given  area  along  the  concentration  gradient.  High  concentrations  of 
Emx2 combined with a  low concentration of Pax6  lead to the production of neurons of the 
visual cortex, while  the opposite concentration gradient,  leads  to motor cortex  formation. 
Studies of mutant mice  for both of  these  transcription  factors show systematic changes  in 
size and positioning of  functional cortical areas.21,  23,  24  In  the Emx2 knock‐out mouse,  the 
somatosensory and motor areas grow  in size, while the visual areas shrink.  In Pax6 mutant 
mice the opposite effect is observed. The visual areas become enlarged, while the motor and 
somatosensory areas shrink (see Figure 5 B). Emx2 and Pax6 do not act alone  in setting up 
functional patterning of the brain. Increasing evidence shows that they are part of a complex 
network of  transcription  factors,  in which  the relative concentrations  to each other define 
the  final  functionality  of  the  individual  brain  areas.13  Downstream  of  these  transcription 
factors  are  genes  coding  for  different  families  of  proteins,  including  other  transcription 
factors, adhesion molecules and secreted axon guidance molecules. These protein  families 
contribute to specifying the function and axonal connectivity of the brain area, in which they 
are expressed.11 
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Figure 5: Diagrams of dorsal view of the mouse neocortex 
(A) Graded expression patterns of Emx2 and Pax6 across the embryonic cortex. Emx2 is expressed in 
a  low  rostral  to  a  high  caudal  gradient.  Pax6  is  expressed  in  an  opposite  gradient  to  Emx2.  (B) 
Schematic  representation  of  the  organization  of  the  cortex  in  different  functional  areas.  The 
organization of those areas changes disproportionately in size and location in the different mutants. 
(V1) primary visual area; (S1) somatosensory area; (M1) motor area (adapted from 23) 
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2.2.3   Axon guidance and synaptogenesis 
The  nervous  system  depends  on  correct  patterns  of  neuronal  connectivity  to  function 
properly. How arealization and functional patterns are regulated at the transcription level is 
described  above.  To  connect  these  areas,  projecting  neurons  have  to  find  their way  and 
reliably  make  connections  to  their  appropriate  synaptic  partners  in  their  target  areas. 
Responsible for the navigation of an axon  is a specialized structure on the distal tip, called 
the growth cone. The growth cone  is a highly motile structure, which constantly  integrates 
inputs from the environment and thus controls the rate and direction of axonal growth. The 
guidance cues integrated by the growth cone can be either repulsive or attractive, as well as 
short or long ranged (see Figure 6).25 The growth cone has to react to the appropriate set of 
cues and select the correct path to its target, which can be located at a large distance away. 
It  does  so,  with  specialized  sets  of  receptors  on  its  cell  surface  activating  downstream 
signaling pathways and changing the cytoskeletal organization.26 Members of four different 
ligand families are frequently found to be guidance cues  in genetic and biochemical assays. 
There are slits, netrins, semaphorins and ephrins. 
Slits are large secreted proteins, with their correspondent receptors on the growth cone, the 
“roundabout”  receptors  (Robos).27  In  Drosophila,  slit  is  expressed  in  the  ventral midline, 
where  it prevents  ipsilateral axons from crossing and commissural axons from recrossing.28 
In vertebrates, slits are essential for the formation of the optic chiasm.29  
Netrins are secreted proteins that attract axons toward the midline, but also repel another 
subset of axons. Their corresponding receptors on the growth cone surface are the “deleted 
in colorectal carcinoma” (DCC) receptors.30 Netrins can either function over  long ranges up 
to a few millimeters or act as a short range guidance cues on other neurons. The diffusion 
range of netrins is still under debate.31, 32 
Semaphorins are a large family of membrane bound and secreted guidance cues. There are 
eight  structural  classes,  all  sharing  a  conserved  Sema  domain  at  the  N‐terminal.33  The 
corresponding  receptors are multimeric. A protein of  the plexin  family  is often part of  the 
receptor  complex.  Several  studies  show  that  semaphorins  primarily  act  as  short  range 
repulsive cues  that deflect axons away  from  inappropriate  targets. However, some studies 
suggest that semaphorins can also act as attractive molecules for a subset of neurons.34 
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There are two classes of ephrins (Eph) and their receptor tyrosine kinase Eph receptor with 
over  a  dozen members.  Ephrin‐As  are  glycosylphosphatidylinositol  anchored  and  bind  to 
Eph‐A  receptors,  whereas  ephrin‐Bs  have  a  transmembrane  domain  and  bind  to  Eph‐B 
receptors.35 Many  of  the  ephrins  function  as  a  contact  repellent  thereby mediating  axon 
fasciculation.  In  the  visual  system,  ephrins  and  their  receptors  are  expressed  in  a 
complementary  gradient.  The  topographic  position  of  retinal  axons  along  the  anterior‐
posterior axis is regulated by the ratio of the ephrin ligand to its receptor.36 
 
 
 
Figure 6: Schematic representation of axon guidance 
Projecting neurons are guided to their target areas by guidance molecules. Those molecules can 
either be secreted and act long range or they are membrane bound and act short range as contact 
cues. Furthermore, they can act either repulsive or attractive for a single axon. The information of 
those molecules is integrated by receptors located in the growing tip of the axon called the growth 
cone. (adapted from 25) 
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The described main functions of the different classes of guidance cues are just a fraction of 
the known  functions of  these molecules. Furthermore, some molecules can have opposite 
effects on different  subpopulation of approaching neurons. Additionally,  the  same growth 
cone  can  react  to  the  same  guidance molecule  in  a  different  fashion,  depending  on  the 
location along the path toward its target. This complicates the analysis of specific functions 
for  these molecules. However,  this heterogeneity  is  an  important  characteristic of  axonal 
guidance molecules, in order to ensure the correct wiring of the incredibly large number of 
neuronal connections, while minimizing the number of different molecules needed. 
Additionally to these guidance molecules, CAMs like NCAM and N‐cadherin are also involved 
in axonal guidance.5, 37 CAMs usually direct axon guidance by promoting neurite outgrowth. 
As described in chapter 2.1. most CAMs also have a signaling function, which contributes to 
direct axon guidance. Furthermore, ECM proteins have been shown to contribute to axonal 
pathfinding.  Laminin  and  fibronectin,  for  example,  promote  neurite  outgrowth  and  the 
growth  cone  accurately  follows  pathways were  laminin  or  fibronectin  are  deposited.38  In 
contrast, growing neurons are deflected from areas were tenascins are deposited.39 
Once  a  projecting  neuron  reaches  its  target  area,  it  forms  synapses with  its  appropriate 
partner neuron. This target finding is an important aspect of synaptogenesis, the process to 
form mature synapses. Invading neurons have to be activated or “primed” to form synapses. 
Target or glial cell derived soluble factors, like Wnts or FGFs promote neuronal maturation to 
make neurons competent  to  form synapses.40,  41 As described  for axonal guidance, several 
classes  of CAMs  have  been  shown  to  carry  out  functions  in  target  recognition  and  initial 
formation of  synapses. The  cadherins are  localized at  synapses at early  stages of  synapse 
formation.42 However, different studies have shown that cadherins are important for correct 
target specification, rather than the induction of synapse formation.43, 44 Protocadherins are 
related to cadherins and studies suggest that they are also  involved  in target finding rather 
than  synapse  formation.45 Different molecules are needed  for  inducing  various aspects of 
synapse formation. Among them are neuronal activity‐regulated pentraxin (Narp), Ephrin‐B1 
and the two CAMs, SynCAM and neuroligin. Narp was one of the  first molecules,  found to 
have  synaptogenic activity and  it was  shown  to cluster glutamate  receptors  in  spinal cord 
neurons  in  mixed  co‐culture  assays.46  Ephrin‐B1  belongs  to  the  ephrin  family  of  axonal 
guidance molecules.  In  synaptogenesis,  ephrin‐B1  clusters  N‐methyl‐D‐aspartate  (NMDA) 
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types of glutamate receptors and thus contributes to post‐synaptic organization.47 SynCAM 
and neuroligin have a more general  function  in differentiating the presynaptic active zone. 
SynCAM  is a member of the Ig superfamiliy of CAMs and  interacts  in a homophilic manner. 
Cultured  neurons  overexpressing  SynCAM1  show  an  increase  in  synapse  formation. 
Expression  of  SynCAM1  in  non‐neuronal  cells  induces  functional  presynaptic  active  zone 
formation  in  contacting  axons  in  a mixed‐culture  assay.48  Like  SynCAM, neuroligin  and  its 
presynaptic  partner  neurexin  induce  the  formation  of  the  functional  active  zone  by 
clustering.41  These  steps  describe  the  early  stages  of  synaptogenesis,  in which CAMs  and 
axonal  guidance molecules  play  significant  roles.  Subsequently,  the  synapses mature  by 
recruitment of other pre‐ and postsynaptic molecules, they expand in size and the numbers 
of synaptic vesicles increase substantially (for more details see 49). 
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2.3.   Teneurins 
2.3.1.   Conserved teneurin domain structure  
Teneurins  are  a  family  of  proteins,  conserved  from  C.elegans  and  Drosophila  to 
vertebrates.50 They were  first discovered  in Drosophila, using different approaches  in  two 
independent  laboratories.  In  the  first  approach,  a  screen  was  performed  to  identify 
homologs  of  the  extracellular  matrix  protein  tenascin‐C  in  arthropods.  Screening  a 
Drosophila  expression  library  with  a  probe  against  the  epidermal  growth  factor‐like 
(EGF‐like)  repeats  of  chicken  tenascin‐C  identified  two  novel  proteins  that  they  named 
“tenascin‐like protein major” (ten‐m) and “tenascin‐like protein accessory” (ten‐a).51, 52 More 
detailed studies showed that they had discovered a new class of proteins. Beside the EGF‐
like domain,  the newly discovered proteins were distinct  from  tenascins  in both, structure 
and  function.  Independently,  ten‐m  was  also  found  in  a  screen  for  identifying 
phosphotyrosine  containing proteins.53 Embryos,  containing a mutant version of  this gene 
showed an “oddless” pair‐rule phenotype and hence the newly identified protein was named 
“odd Oz”  (odz).  Since  all  other  known  pair‐rule  genes  code  for  transcription  factors,  this 
phenotype was  very  surprising  for a  transmembrane protein. Only  recently  it was  shown, 
that the pair‐rule phenotype was rather due to a problem of the balancer chromosome used 
in  these mutants  and  not  caused  by  the  identified  gene.54  Further  studies  revealed  the 
conservation of these proteins in different classes of organisms. In vertebrates, four paralogs 
were  identified,  whereas  only  one  gene  was  found  in  C.elegans  that  is  transcribed  and 
translated  in  two  isoforms.55 As both names persisted being used,  the  search  for  relevant 
literature was complicated. Therefore, the new name “teneurin” was proposed.56 It consists 
of the original name “tenascin‐ like protein” and its affiliation with the nervous system, the 
major  site  of  expression.  Fortunately,  the  numbering  schemes  used  together  with  the 
different nomenclatures coincided. The name teneurin  is now commonly used (see Table 1 
for nomenclature overview). 
All  teneurins share a common domain structure. They are type  II  transmembrane proteins 
with a molecular mass of around 300 kDa. Teneurins consist of a short intracellular domain 
(ICD) and a very well conserved large extracellular domain (ECD). Within vertebrates, the ICD 
is also highly conserved.  It contains two EF‐hand‐like calcium‐binding domains, proline‐rich 
stretches that are characteristic for SH3‐binding sites and putative phosphorylation sites. 
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Table 1: Summary of nomenclature and expression sites during development (includes 
only proteins with known expression patterns) 
Species  Name  Synonyms  Expression pattern 
Caenorhabditis 
elegans 
Ten‐1L55     Somatic gonad, vulva, subset of neurons, gut, 
some hypodermal and muscle cells55, pharyngeal 
and intestine cells57 
   Ten‐1S55     Subset of neurons, some hypodermal cells55,57 
         
Drosophila 
melanogaster 
Ten‐m51, 56  Odz53, 58  Odd‐numbered parasegments52, 53, subset of 
neurons, tracheal system, cardiac cells, lymph 
glands, muscle attachment sites52, 
morphogenetic furrow56, 58, wing pouch, leg and 
antennal discs58, motor neuron54 
   Ten‐a52, 59     CNS, eye, muscle attachment sites51, 59 
         
Danio rerio  Teneurin‐3  Ten‐m360  Developing brain, somites, notochord, 
pharyngeal arches60 
   Teneurin‐4  Ten‐m460  Developing brain, spinal cord60 
         
Gallus gallus  Teneurin‐156, 61     Developing CNS and eye56, 61‐63 limb buds63 
   Teneurin‐261, 64     Developing brain and eye61‐63, AER of limb buds, 
tendon primordia, pharyngeal arches, heart, 
somites, neural tube, craniofacial mesenchyme64 
  Teneurin‐363    Developing CNS, central retina, limb bud63 
   Teneurin‐463, 65     Developing CNS, ZPA of limb buds, pharyngeal 
arches65 heart, lung bud63 
         
Rattus rattus  Teneurin‐2  Neurestin66  Developing and adult CNS, somites66 
         
Mus musculus  Teneurin‐1  Ten‐m167, 
odz168, 69, ten‐
m/odz170 
Developing and adult CNS67, 69, 70, eye, smooth 
muscle cells in lungs, kidney glomeruli, adult 
testes67 
   Teneurin‐2  Ten‐m267, 
odz171, odz268, 
69, ten‐
m/odz270 
Developing and adult CNS69, 70  
   Teneurin‐3  Ten‐m367, 
odz368, 69, ten‐
m/odz370 
Developing and adult brain69‐71, developing eye, 
spinal cord, notochord, craniofacial 
mesenchyme, tongue, dermis, saccule, 
developing limb, periosteum68 
   Teneurin‐4  Ten‐m467, 
odz468, 69, 72, 
ten‐m/odz470, 
DOC468, 71, 73 
Developing and adult brain69‐71, 73, developing 
eye, somites, spinal cord, trachea, nasal 
epithelium, saccule, joints, adipose tissue, tail 
bud and limbs70 
 
adapted from 74 
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The molecular functions of these domains  in the  ICD are still unknown.75 The two  isoforms 
found  in C.elegans only differ  in the  length of the ICD.55 The single transmembrane domain 
following  the  ICD  contains  around  23  hydrophobic  amino  acids.  Directly  adjacent  to  the 
transmembrane domain,  there  is a  stretch of around 200  residues often,  referred  to as a 
linker  region.  This  linker  region  is  followed  by  eight  tenascin‐like  EGF‐like  repeats.  In  the 
second and fifth EGF‐like repeat, the free cysteines that are characteristic for teneurins can 
form lateral cross‐links, resulting in the formation of dimers.67, 76 The central part of the ECD 
contains 17 highly  conserved  cysteine  residues.  Structural prediction  software  shows NHL 
repeats in this region. NHL domains are known to form propeller‐like twisted anti‐parallel β‐
sheets.77 This region of the protein is highly conserved, though its function remains yet to be 
elucidated. Closer  to  the C‐terminus 26 YD  repeats  and  a  series of partial YD  repeats  are 
located. In eukaryotes, these repeats are unique to teneurins, but are also found in cell wall 
proteins of  some prokaryotes.50 The C‐terminal half of  the ECD has been  found  to  form a 
globular domain, connected to the rod‐like EGF‐like repeats.76 On the very C‐terminal end of 
the  teneurin  protein  a  peptide  sequence  is  found,  which  resembles  the  corticotrophin 
releasing factor (CRF) family of peptides. Synthetic peptides from this region called “teneurin 
C‐terminal associated peptides”  (TCAPs) reportedly  influence neurite outgrowth and play a 
role in regulating behavioral responses to stress and anxiety.78 
 
 
Figure 7: Domain architecture of vertebrate teneurins 
All vertebrate teneurins share the same domain structure. They consist of an N‐terminal intracellular 
domain (ICD), a single‐span transmembrane domain and a large extracellular domain (ECD). The ECD 
consists of eight EGF‐like repeats, a twisted NHL repeat domain and a YD repeat domain unique for 
eukaryotes. A peptide sequence (TCAP) related to the corticotrophin releasing factor is found at the 
C‐terminal end.  
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2.3.2.   Teneurin expression studies 
Teneurins  are  mainly  expressed  in  the  developing  central  nervous  system  (CNS).  Many 
reports have also shown teneurin expression in non‐neuronal tissues such as the developing 
limbs and other sites of pattern formation (Table 1).  In C.elegans, the two known  isoforms 
show  distinct  expression  patterns.  The  longer  isoform  Ten‐1L  is  expressed  in  the  somatic 
gonad, pharynx and in a subset of muscles and neurons.55, 57, 79 The shorter isoform Ten‐1S is 
found in hypodermal cells and in subsets of neurons.55, 57, 79 In Drosophila, ten‐a is expressed 
in  the  CNS,  muscle  attachment  sites  and  the  eye.51,  59  Notably,  besides  the  prominent 
expression  in the neural and the optic system  in the fly, ten‐m  is mainly expressed at sites 
contributing  to  the  morphogenesis  and  patterning  of  the  antennal  discs,  morphogenic 
furrow of the eye, the wing pouch and  legs.52, 53, 58  In zebra fish the expression patterns of 
only two members of the family were analyzed, namely teneurin‐3 and ‐4. They have been 
found to be expressed in the spinal cord, somites and the developing brain.60 The expression 
of  teneurins has been most extensively studied  in chicken. Here  they are expressed  in  the 
nervous system and in sites of pattern formation. A well‐described example for the latter is 
the  limb  bud.  Here,  teneurin‐2  is  exclusively  expressed  in  the  apical  ectodermal  ridge, 
whereas teneurin‐3  is only expressed  in the dorsal  limb.63, 64 Teneurin‐1  is expressed  in the 
dorsal ectoderm and  the ventral mesenchyme.63 Teneurin‐4  is expressed  in  the distal and 
posterior  mesenchyme.63,  64  This  complex  pattern  of  expression  of  the  different  family 
members  is also found  in the nervous system. Different teneurins are expressed  in distinct 
non‐overlapping  subpopulations  of  neurons  in  the  developing  visual  system.56,  61  In  the 
developing  optic  tectum,  the  expression  patterns  of  avian  teneurin‐1  and  ‐2  are 
well‐described.61 More detailed  studies of  the distinct expression of different  teneurins  in 
different layers of the retina followed later.62, 63, 80 In the mouse, most studies analyzed the 
expression  patterns  of  teneurins  in  the  developing  nervous  system, where  they  are  also 
expressed in distinct subpopulations of neurons.70 Prominent sites of expression in the brain 
are the pyramidal layer of the hippocampus, the dentate gyrus, the Purkinje cell layer in the 
cerebellum and the granular and molecular cell layer.69    
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2.3.3.   Teneurin functions in vitro and in vivo 
Many studies trying to shed light on teneurin functions and their mechanisms of action were 
performed  in  vitro.  Neurite  outgrowth  was  induced  in  neuroblastoma  cells  (Nb2a), 
transfected  with  full‐length  teneurin‐2  and  in  explanted  chick  dorsal  root  ganglia  when 
plated on teneurin‐1 YD‐repeats.56, 61 Furthermore, the Nb2a cells transfected with teneurin‐
2 show enlarged growth cones.61 Later on,  this effect was shown  to be dependent on  the 
presence of the ICD domain, suggesting the need of a connection to the cytoskeleton.81 The 
ICD of teneurin‐1 was shown to  interact with the cytoskeletal adapter protein CAP/ponsin, 
representing one possible link to the cytoskeleton.80 Beside its possible adaptor function, the 
teneurin  ICD  seems  to play  an  important  role  in mediating  teneurin  functions.  Increasing 
evidence  suggests,  that  teneurins  are  substrates  for  a  process  called  “regulated 
intramembrane proteolysis” (RIP) releasing the ICD from the membrane. Overexpression of 
soluble teneurin‐2 ICD constructs in HT1080 cells leads to an accumulation of the ICD in the 
nucleus  and  a  co‐localization with  PML  bodies.82  Investigations  in  the  developing  chicken 
brain showed nuclear stainings for the teneurin‐1 ICD.62 Furthermore, stainings of C.elegans 
with an antibody against an N‐terminal peptide  showed nuclear  stainings of embryos and 
adult gut cells.55 RIP requires two steps. In a first step, the protein substrate is cleaved by a 
protease  near  the  transmembrane  domain  at  the  outside  of  the  cell,  releasing  the 
extracellular protein part  into the extracellular milieu.  In a second step, a protease cleaves 
the  substrate  in  the  transmembrane  domain  or  closeby  inside  the  cell,  releasing  the 
intracellular  part  from  the membrane  into  the  cell.83  Analysis  of  the  teneurin  sequences 
revealed  several  conserved  protease  cleavage  sites.50  Most  of  the  teneurins  possess  a 
conserved  furin‐like  cleavage  site  between  the  transmembrane  domain  and  the  EGF‐like 
repeats. This cleavage site was shown to be functional in vitro, by using a recombinant avian 
teneurin‐2  fusion  protein.61,  64  This  fulfills  the  first  step  required  for  RIP.  The  protease 
responsible  for  releasing  the  teneurin  ICD  from  the membrane  is not yet known. Possible 
candidate  proteases  are  signal  peptide  peptidase  (SPP),  SPP‐like  proteases  and  site‐2 
protease,  which  have  all  been  shown  to  cleave  type  II  transmembrane  proteins.84 
Nevertheless, the nuclear function of the ICD is still unknown. A yeast‐two hybrid screen for 
identifying interaction partners of the teneurin‐1 ICD revealed MBD1, a nuclear methyl CpG 
binding  protein  as  a  novel  binding  partner.80  MBD1  is  known  for  its  function  in 
transcriptional  repression.85  In  a  different  study,  the  expression  of  the  teneurin‐2  ICD 
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inhibited the transcriptional activity of ZIC1.82 The experiments suggest that the teneurin ICD 
may  be  involved  in  transcriptional  activity.  Some  studies  suggest  that  teneurins  interact 
homophilically.81, 82 However, different studies also show interactions of teneurins with ECM 
proteins and basement membrane proteins.61, 64, 79, 86 Furthermore, a recent study identified 
latrophilin‐1 as a transsynaptical binding partner of teneurin‐2.87 
Accumulating  evidence  is  beginning  to  shed  light  on  the  in  vivo  function  of  teneurins  in 
different  species.  A  knock‐out  of  the  single  teneurin  gene  in  C.elegans  resulted  in  a 
pleiotrophic  phenotype.  The  mutants  showed  an  increased  embryonic  lethality,  gonad 
disorganization,  defects  in  distal  tip  cell migration,  nerve  cord  defasciculation,  defects  in 
axonal  path  finding  and  basement  membrane  integrity.55,  86  Milder  versions  of  these 
phenotypes  were  also  observed  in  a  different  study,  in  which  a  truncated  form  of  the 
C.elegans  teneurin  that  ended  just  after  the  EGF  repeats  was  used.57  This  shows  the 
importance  of  the  domains,  located  C‐terminally  of  the  EGF‐like  repeats  in  mediating 
teneurin  functions.  In  Drosophila,  mutant  flies  for  ten‐m  showed  defects  in  retinal 
development  and  motor  neuron  guidance.54,  88  In  vertebrates,  cell  bodies  of  neurons 
transfected  with  a  teneurin‐3‐GFP  construct  in  utero  aggregate  and  are  delayed  in  the 
migration  to  their  target  region.89  However,  teneurin‐3‐GFP  overexpression  led  to  an 
increased neurite outgrowth, as observed for teneurin‐2  in vitro.50, 89 Teneurin‐3 knock‐out 
mice  have  a  defect  in  axon  targeting  of  the  ipsilateral  projections  in  the  visual  system, 
resulting in an impairment of binocular vision.90  
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2.3.4.    Teneurin­1 as a candidate gene for X­linked mental retardation 
Patients suffering from mental retardation (MR) show a complex phenotype, with significant 
limitations  in  their  intellectual capacity and adaptive behavior. The onset of  the disease  is 
before the patients reach 18 years of age without showing a degenerative phenotype.91 The 
most  severe  forms of MR,  in which patients have an  IQ  lower  than 50  is very  likely  to be 
caused  by  specific  genetic  contributions.92  Among  the monogenic  forms  of MR,  X‐linked 
mental  retardation  (XLMR)  is  the most  frequent one. To date, mutations  in more  than 90 
genes located on the X‐chromosome have been implicated in causing XLMR.93 Gene products 
of the  identified XLMR genes perform different biological  functions, such as transcriptional 
regulation, RNA processing, cell cycle regulation and signal transduction.94 More than 20 of 
these  proteins  produced  by  these  genes  are  localized  to  synapses,  implicating  a  role  in 
synaptogenesis,  synaptic  activity  and plasticity  as underlying  causes of XLMR.95 Odz1,  the 
gene coding  for teneurin‐1, resides  in the gene  locus Xq25. This  locus has a very  low gene 
density  and  is  implicated  in  causing  XLMR  in  several  families.  Three  XLMR‐causing  genes 
were  identified  in Xq25. These  genes  are  called UPF3B,  ZDHHC9  and GRIA3. The  latter of 
these genes is located very close to the teneurin‐1 locus.96‐98 Given the established functions 
of  teneurins  in  the  developing  brain  as  axon  guidance  cues  and  in  target  recognition, 
teneurin‐1 may be a candidate gene for causing XLMR.  Furthermore, the known interaction 
partner of the teneurin‐1 ICD, MBD1, is also implicated in causing MR.99 
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3.  Aim of the thesis 
The teneurin protein family is a unique family of type II transmembrane proteins conserved 
from  worms  and  flies  to  vertebrates.  Studies  of  different  members  of  this  family  in 
invertebrates  and  vertebrates  suggest  an  important  role  during  embryonic  development, 
especially in the developing brain. Despite of their high conservation in the domain structure 
and amino acid  sequence, a  systematic  study of  the origin of  teneurin  in evolution and a 
detailed comparison of the conserved domains between species was still missing. The result 
of such a study is presented in the first part of the result section (chapter 4.1.). 
In  vertebrates,  the  existing  four  paralogs,  called  teneurin‐1  to  ‐4  are  expressed  in  the 
developing  brain  in  distinct  non  overlapping  patterns.  However,  there  is  still  very  little 
known about which  factors are  regulating  teneurin expression and hence  their expression 
patterns,  which  seem  to  be  a  key  factor  for  teneurin‐mediated  functions.  Furthermore, 
teneurin‐1 has been  implicated  to  represent a potential  target gene  in XLMR.  In order  to 
provide a basis for further deletion and mutation studies of teneurin‐1 in XLMR patients, the 
5'  UTR  and  gene  promoter  elements  of  teneurin‐1  was  characterized.  Furthermore,  the 
transcription  factor  binding  to  and  regulating  a  newly  discovered  promoter  element was 
analyzed in the second part of this thesis (chapter 4.2.). 
Several  studies  had  shown  that  teneurins  interact  homophilically. However, which  of  the 
teneurin domains  is responsible for this  interaction remained yet to be elucidated. The aim 
of the third part of this thesis was to  investigate the teneurin domains contributing to the 
homophilic interaction and investigate the functional consequences of such interactions for 
neurons (chapter 4.3.). 
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4.  Results 
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My contribution to this paper: 
For this study, I performed database analysis to find known transcript and EST sequences for 
the various species analyzed. Furthermore, I did  initial sequence alignments and gave  input 
to the manuscript. 
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4.2.   Human Teneurin­1 is a direct target of the homeobox transcription 
factor EMX2 at a novel alternate promoter 
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My contribution to this paper: 
For this study, I performed the 5’‐RACE of human teneurin‐1 and the subsequent sequence 
analysis leading to the discovery of the novel alternate promoter. I cloned all constructs used 
in the study and established all stable cell lines. Together with Jacqueline Ferralli, I planned 
and analyzed  the promoter assays. Furthermore,  I performed  the gel  shift assays  to  show 
direct binding of Emx2 to the homeobox binding site  in the novel promoter and performed 
the QPCR analysis of teneurin‐1 expression. Finally, I wrote the first draft of the manuscript 
and the final version with the input of the co‐authors. 
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My contribution to this paper: 
For this study, I cloned every construct and established all cell lines used in the manuscript. 
Subsequently, I tested all cell lines for correct surface expression of the different constructs 
and  performed  the  FACS  sorting.  Furthermore,  I  performed  the  co‐culture  assay  with 
primary hippocampal cells and the neurite outgrowth assay of Nb2a cells. Finally, I prepared 
the first draft of the manuscript and the final manuscript with input of all co‐authors. 
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Summary 
 
The teneurins are highly conserved transmembrane proteins and function as axon guidance 
and/or  target selection molecules  in  the developing brain. The molecular mechanisms and 
protein  domains  mediating  these  functions  are  unknown.  Using  single  cell  force 
spectroscopy we  show  that  teneurins mediate  increased adhesion  forces  in a homophilic, 
but not heterophilic manner between  two  contacting  cells.  Furthermore, we observed  an 
increase  in adhesion  force over time that  is depended on the presence of the  intracellular 
domain. Using a combinatorial approach of domain deletions as well as domain exchanges 
between the  large multi‐domain extracellular parts of teneurin‐1 and teneurin‐2, we found 
that the NHL repeat domain is responsible for discriminating homophilic versus heterophilic 
interactions. Finally, we  tested  the effect of homophilic versus heterophilic  interaction on 
neuronal  cells  and  found  that  neurite  outgrowth  of  Nb2a  cells  was  slowed  down  by 
homophilic interaction. 
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Introduction 
The  large type II transmembrane proteins of the teneurin family are highly conserved from 
invertebrates to vertebrates, regarding their domain architecture and amino acid sequence 
(reviewed  in  Tucker  et  al.  2007;  Tucker  et  al.  2011).  In  vertebrates,  four  paralogs  called 
teneurin‐1  to  ‐4 exist.   Extensive  localization  studies of  teneurin expression  in vertebrates 
revealed  distinct  non‐overlapping  patterns  of  expression  in  specific  subpopulations  of 
neurons for the different family members (reviewed  in Kenzelmann et al. 2007; Young and 
Leamey 2009). 
In vivo studies of different teneurin‐deficient model organisms revealed the  importance of 
teneurins  for  axon  guidance  and  target  recognition  in  the  developing  nervous  system.  In 
Caenorhabditis  elegans,  RNAi  knockdown  or  teneurin mutants  of  its  single  gene  lead  to 
multiple phenotypes including failures in axon guidance and neural pathfinding (Drabikowski 
et  al.  2005; Mörck  et  al.  2010).  In Drosophila melanogaster  a  recent  study  showed  that 
knock‐out of ten‐m, one of the two fly teneurin genes, as well as epithelial overexpression of 
the ten‐m protein, leads to motor neuron guidance defects (Zheng et al. 2012). Furthermore, 
both  of  the  two  Drosophila  teneurin  proteins  are  shown  to  be  involved  in  synapse 
organization and target selection based on homophilic interactions (Hong et al. 2012; Mosca 
et al. 2012). In vertebrates, teneurin‐3 deficient mice show changes in the connections of the 
ipsilateral  retinal  inputs,  resulting  in  binocular  mismatch  and  major  deficits  in  the 
performance of visually mediated tasks  (Leamey et al. 2007). Furthermore, teneurin‐2 was 
shown to be a transsynaptic binding partner for Latrophilin 1 (LPH1) and this binding induces 
LPH1 mediated calcium signaling (Silva et al. 2011). 
All these reports clearly identify teneurin proteins as important and conserved target finding 
and axon guidance molecules  for specific subsets of neurons. Projecting neurons  find their 
way to their respective target site by integrating various guidance stimuli with their growth 
cone along  the way  to  the  target  region. They often  follow  tracks of attractive molecules 
either deposited in the extracellular matrix or still bound to the membrane of other neurons 
or glia cells along these paths (reviewed in Dickson 2002; Zipursky and Sanes 2010). Previous 
studies  in  chicken  and  Drosophila  show  low  levels  of  teneurin  expressed  along  the 
projections of neurons (Rubin et al. 2002; Hong, Mosca et al. 2012). Several in vitro and cell 
culture experiments  suggested homophilic  interactions between  teneurins  to underlie  the 
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reported  in  vivo  functions  (Oohashi  et  al.  1999;  Rubin,  Tucker  et  al.  2002;  Bagutti  et  al. 
2003). 
In  the present  study we quantified  the adhesion  forces between  teneurin expressing cells 
using an atomic force microscope (AFM) as a single cell force spectroscope (SCFS; (Helenius 
et  al.  2008)),  and  identify  the  intracellular  as well  as  extracellular  domains  of  teneurins 
responsible  for  homophilic  interactions  and  generation  of  adhesion  strength.  Finally, we 
provide  evidence  for  an  inhibitory  signal  for  neurite  outgrowth  by  homophilic  teneurin 
interactions. 
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Results 
Primary hippocampal neurons grow neurites on teneurin‐expressing cells 
The general teneurin structure  is presented  in Fig. 1A. The N‐terminal  intracellular domain 
(ICD; I) is followed by a single span transmembrane domain, and a large extracellular domain 
consisting of eight  tenascin‐  type EGF‐like  repeats  (E), a cystine‐rich domain with  five NHL 
repeats  (N) and a YD‐repeat domain  (Y). To  test  if  teneurin can act as a membrane‐bound 
attractive  molecule  for  primary  neurons,  we  set  up  a  co‐culture  assay  of  teneurin‐2 
expressing non‐neuronal HEK293  cells  expressing  either N‐terminal GFP‐tagged  full‐length 
teneurin‐2  (I2E2N2Y2;  for  domain  denomination  code  cf.  Fig.  1A,B)  or  a  GFP‐tagged 
construct  lacking  the ECD  (I2E0N0Y0) and dissociated primary hippocampal cells using  the 
method described  in Biederer  and  Scheiffele, 2007. Analyzing  co‐localization of  synapsin1 
(Syn1)  as  an  axonal marker  and GFP  for  the HEK293  cells we  observed  that  the  primary 
neurons grow preferentially over the HEK293 cells expressing full‐length teneurin‐2 (Fig. 1C, 
left panel, D)  avoiding  the HEK293  cells expressing  the  truncated  construct  (Fig. 1C,  right 
panel, D). Teneurins were shown to  function as target recognition molecules, mediated by 
homophilic interactions (Hong et al., 2012; Mosca et al., 2012). Further, dissociated primary 
hippocampal  cells  express  teneurin‐2  (Silva  et  al.,  2011)  and  show  preferences  for  a 
teneurin‐2  containing  growth  substrate  in  our  assay.  Thus, we  decided  to  investigate  the 
mechanism of teneurin interactions in more detail. 
Teneurins interact in a homophilic, but not in a heterophilic manner 
To  address  the  question  whether  teneurins  can  act  as  homophilic  and/or  heterophilic 
adhesion proteins under well controlled conditions we created HEK293 cells expressing full‐
length teneurin‐1 (I1E1N1Y1) or teneurin‐2 (I2E2N2Y2). Using SCFS as depicted in Fig. 2A, we 
tested in a quantifiable manner, if teneurins interact on cell surfaces of two contacting cells. 
Measuring the maximal adhesion forces of cells both expressing either full‐length teneurin‐1 
(I1E1N1Y1  vs  I1E1N1Y1)  or  teneurin‐2  (I2E2N2Y2  vs  I2E2N2Y2)  resulted  in  similarly  high 
adhesion  forces, which were  significantly  increased  compared  to  the  adhesion  forces  of 
control  cells  lacking  the  teneurin  extracellular  domain  (ECD;  I2E0N0Y0  vs  I2E0N0Y0);  Fig. 
2B,C). As can be seen  in Fig. 2B,  increased adhesion  forces started  to be measurable after 
20 seconds of cell contact and increased with time reaching an adhesion force of about 2nN 
after 60 seconds and 4nN after 120 seconds of contact. To exclude that teneurins  interact 
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with an endogenous  ligand on the HEK293 cells we analyzed the adhesion  forces between 
cells expressing either one of the full‐length teneurins with cells  lacking the ECD (I2E0N0Y0 
vs  I2E2N2Y2  and  I2E0N0Y0  vs  I1E1N1Y1) which  resulted  in  lo,w  adhesion  forces  (Fig.2C). 
Furthermore,  cells  expressing  teneurin‐1  on  one  cell  and  teneurin‐2  on  the  second  cell 
(I1E1N1Y1 vs I2E2N2Y2) also resulted in low adhesion forces (Fig. 2C), proving that teneurins 
do  not  interact  heterophilically  in  the  cellular  context.  The  recorded  differences  in  the 
observed adhesion  forces  is unlikely to be a consequence of differences  in cell mechanical 
properties,  since  we  do  not  observe  a  correlation  between  contact  stiffness  and  the 
maximum adhesion forces (Fig. 2D). To ensure similar expression levels of the constructs the 
cells were  FACS  sorted with  the  same  gating  (Fig.  S1A,B)  and  surface  expression  of  the 
teneurin  constructs  was  confirmed  with  antibody  staining  against  the  EGF  domains  of 
teneurin‐1 or ‐2 of non‐permeabilized cells in comparison to the respective GFP‐ or RFP‐tag 
(Fig.2E and S1A,B). 
Teneurin mediated adhesion force is dependent on the intracellular domain and 
independent of the YD‐repeats 
The YD repeat domain  is unique for teneurins among all eukaryotic proteins and makes up 
for almost half the size of the protein.  To test whether the YD repeat domain is involved in 
teneurin‐specific  adhesion we  analyzed  the  adhesion  forces of  cells  expressing  constructs 
lacking the complete YD repeat domain (I2E2N2Y0 vs I2E2N2Y0; and I1E1N1Y0 vs I1E1N1Y0 
not shown) and found the same high adhesion forces as for full‐length teneurin expressing 
cells (Fig. 3A iii and iv). This finding indicates that the large YD repeat domain is dispensable 
for the increased adhesion forces mediated by teneurin homophilic interactions. A previous 
report  showed  that  the  ICD  of  teneurin‐1  interacts with  the  cytoskeletal  adaptor  protein 
CAP/ponsin,  demonstrating  a  possible  link  of  teneurins  to  the  cytoskeleton  (Nunes  et  al. 
2005). We tested the function of the teneurin ICD domain in mediating the adhesion forces 
using SCFS. Cells expressing a teneurin‐2 construct  lacking the  ICD  (I0E2N2Y2 vs  I0E2N2Y2) 
only  show  low adhesion  forces  in  the  range of  control  cells  lacking  the ECD  (I2E0N0Y0  vs 
I2E0N0Y0; Fig. 3A  ii). Thus, for strong adhesion between teneurin expressing cells both the 
ICD  as well  as parts of  the ECD  are  required,  implicating  a  trans  interaction between  the 
proteins on the outside of the cell as well as a possible clustering of the teneurins within the 
cell membrane by  their  interaction with  the  cytoskeleton.   As  can be  seen  in Fig. 3B,  the 
action  of  the  ICD  is  not  teneurin‐type  specific  and    cells  expressing  a  swap  construct 
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containing  the  ICD  of  teneurin‐1  and  the  extracellular  part  of  teneurin‐2  (I1E2N2Y2  vs 
I1E2N2Y2) show the same  increase  in adhesion forces mediated by homophilic  interactions 
as the original full‐length teneurin‐2 (I2E2N2Y2 vs I2E2N2Y2). These adhesion forces are also 
increased to the same  level, when cells expressing the  ICD swap construct were  in contact 
with cells expressing full‐length teneurin‐2 (I1E2N2Y2 vs I2E2N2Y2), but not with full‐length 
teneurin‐1 (I1E2N2Y1 vs I1E1N1Y1). 
Homophilic interaction is mediated by the NHL propeller domain 
Since  deleting  the  YD  repeats  and  swapping  the  ICD  domain  has  no  influence  in  the 
increased adhesion  forces measured, we decided  to  test which of  the  remaining domains, 
the EGF‐like repeats or the NHL repeat domain, is responsible for discriminating homophilic 
versus  heterophilic  interactions.  For  this  purpose  we  generated  swap  constructs  of  the 
EGF‐like  repeats  and  the NHL  repeat domain  (cf.  Fig.  1B)  and  tested  these  constructs  for 
their capability to mediate increased adhesion forces upon homophilic interactions (Fig. 3C). 
We observed that only cells expressing constructs containing the same type of NHL repeat 
domain showed increased adhesion forces (compare I1E1N2Y0 vs I1E1N2Y0 and I1E1N1Y0 vs 
I1E1N2Y0;  Fig.  3C).  The  source  of  the  EGF‐like  repeats  and  the  ICD  do  not  influence  the 
interaction and  it does not matter whether they come from the same teneurin member or 
the other one (compare  I1E1N2Y0 vs  I1E1N2Y0 and  I2E2N2Y0 vs  I1E1N2Y0; Fig. 3C and Fig. 
S2).  This  clearly  indicates  that  the  homophilic  versus  heterophilic  discrimination  between 
teneurin‐1 and ‐2 is mediated by their respective NHL repeat domain and this is consistently 
observed for the NHL repeat domain of teneurin‐1 as well as teneurin‐2 (Fig. 3C; S2). 
Teneurin homophilic interaction via the NHL propeller domain inhibits Nb2a neurite 
outgrowth 
To  test  whether  homophilic  interactions  of  teneurin  proteins  have  a  function  in  the 
outgrowth of neurons, we set up a neurite outgrowth assay on recombinantly expressed and 
purified  teneurin‐2  ECD  protein.  Purity  of  the protein  and  coating  efficiency  of  coverslips 
with the purified protein  is shown  in Fig. S3A,B. We compared the  length of neurites  from 
Nb2a cells expressing different teneurin constructs after differentiation in serum free media 
on  purified  teneurin‐2  ECD  or  on  poly‐lysine  as  a  control  substrate.  Cells  transiently 
transfected with  full‐length  teneurin‐2  (I2E2N2Y2)  showed  fewer neurites when plated on 
purified teneurin‐2 ECD, compared to neighboring untransfected cells with normal neurites 
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(Fig.  4A,  top  left  panel).  In  contrast,  cells  transiently  expressing  full‐length  teneurin‐1 
(I1E1N1Y1)  show  normal  neurite  lengths  on  teneurin‐2  ECD  (Fig.  4A,  top  right  panel). No 
difference  is  observed  between  untransfected  cells  or  cells  expressing  teneurin‐1  or 
teneurin‐2 when plated on a control substrate. In order to quantify this observation and to 
identify  the  teneurin‐2 domains  involved  in mediating  the effect we generated  stable  cell 
lines  and  quantified  neurite  length  of  cells  expressing  different  teneurin  constructs  (Fig. 
4B,C).  Using  cells  stably  expressing  the  full‐length  form  of  teneurin‐2  (I2E2N2Y2)  we 
confirmed the results observed by transient transfection and these cells showed significantly 
shorter  neurites  when  grown  on  purified  teneurin‐2  ECD  than  control  cells  lacking  the 
complete  ECD  (I2N0E0Y0;  Fig.  4B,  left  panel).  Interestingly,  cells  expressing  teneurin‐2 
lacking the ICD (I0E2N2Y2; Fig. 4B) showed no reduction in neurite outgrowth, even though 
the interacting ECD is present in these cells.  No difference in neurite outgrowth is observed 
when the same cells were seeded on poly‐lysine, where all cells grew neurites to the same 
extent  (Fig.  4B,  right  panel).  This  indicates  that  the  homophilic  interactions  of  teneurin‐2 
expressing cells with a  teneurin‐2  substratum are  inhibitory  to neurite outgrowth and  the 
effect  is only seen when both,  the extracellular and  the  intracellular domains are present. 
We next tested the functional  influence of the homophilic  interaction of the NHL propeller 
domains on neurite outgrowth. Cells expressing constructs containing the propeller domain 
of teneurin‐2 (I2E2N2Y2 and I2E2N2Y0) showed shorter neurites when plated on the purified 
teneurin‐2  ECD,  whereas  cells  expressing  swap  constructs  with  the  propeller  domain  of 
teneurin‐1  (I2E2N1Y0)  show  significantly  longer  neurites  (Fig.  4C,  left  panel).  This  clearly 
indicates  that  the  homophilic  interaction  mediated  by  the  NHL  propeller  domain  is 
responsible  for  the  reduced  growth  rate  of  neurites.  All  cells  showed  the  same  rate  of 
neurite outgrowth when plated on poly‐lysine as a control  substrate  (Fig. 4C,  right panel). 
Representative images used for the quantification are shown in Fig. S3C,D. 
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Discussion 
Recently  it was  shown  that Drosophila  teneurins are  required  for proper  target  finding of 
subsets of neurons in the olfactory system. In this study it is shown that projecting olfactory 
receptor neurons (ORN) with high levels of ten‐m protein, one of two Drosophila teneurins, 
make connections only with projecting neurons (PN), which themselves express high ten‐m 
levels. The same is true for ORNs and PNs expressing the second Drosophila teneurin, ten‐a 
(Hong, Mosca et al. 2012). These results clearly prove that homophilic interactions between 
teneurin expressing neurons mediate proper target recognition. However, the mechanism of 
recognition and the domains responsible have not been analyzed to date. 
Different  functions have been attributed  to  the  teneurin  ICD,  ranging  from  transcriptional 
mediator after  release  from  the membrane  (Bagutti et al. 2003; Nunes et al. 2005)  to  its 
interaction with  the  cyoskeletal adapter protein CAP/ponsin  (Nunes et al. 2005). Here we 
demonstrate  that  increased  adhesion  forces  between  two  contacting  cells, mediated  by 
homophilic  interactions of  teneurins,  are dependent on  the  ICD.  Furthermore,  the  ICD  of 
teneurin‐1  and  ‐2  are  interchangeable  and  thus  seem  to  have  a  common  function  in 
mediating  these  forces,  indicating  a  general  link  to  the  cytoskeleton  for  the  teneurin 
proteins.  Since longer contact times between two cells lead to increased adhesion forces we 
envisage that  local clustering of teneurins mediated by the cytoskeleton  leads to  increased 
local  concentration  of  teneurins.  This  will  increase  their  avidity  through  multiple  bond 
interactions  thereby  increasing  the  interaction  strength  between  cells.  This  has  been 
observed  also  for  other  cell‐cell  or  cell‐extracellular  matrix  adhesion  proteins  such  as 
SynCAM1, nectin, or  integrins (Fogel et al. 2011; Kurita et al. 2011; Margadant et al. 2011). 
Previous reports of  in vitro data suggested that the homophilic  interactions of teneurin are 
mediated by domains C‐terminal of  the EGF‐like  repeats  (Feng et al. 2002). Using electron 
microscopy  of  recombinantly  expressed  teneurin  ECDs  Feng  et  al.  (2002)  observed  three 
large  globular  subdomains  connected  to  the  rod  like  EGF‐like  repeats.  The  NHL  repeat 
domain  is  located C‐terminal of  the EGF‐repeats  followed by  the YD‐repeats. NHL  repeats 
are  known  to  form  beta‐propellers  (Edwards  et  al.  2003)  and  in  teneurins  the  five  NHL 
repeats most  likely  form a  five‐bladed beta propeller domain which most  likely  represent 
one of these observed subdomains of the teneurin ECD. We were able to clearly pinpoint the 
NHL repeat domains to mediate the homophilic  interaction between cell surface expressed 
Results 
 
‐ 58 ‐ 
 
teneurins.  This  is  reminiscent  of  other  cell  surface  receptor  interactions.  The  interaction 
between  the  cell  surface  receptor pairs of  semaphorins  and plexins are also mediated by 
propeller–propeller  interactions (Janssen et al. 2010; Liu et al. 2010). Whereas  in that case 
the propellers might  influence  the  respective pairing of members of  two different protein 
families,  in the case of teneurins only  identical propeller domains  interact with each other 
and ensure contacts between cells that express the same type of teneurin only. 
These homophilic teneurin interactions have functional consequences on neurons as neurite 
outgrowth of Nb2a cells is attenuated. This effect is also dependent on the presence of the 
ICD.  In  this paradigm,  clustering of  teneurins on a growth  cone adhering  to a  substratum 
highly enriched  in  the same  type of  teneurin might either  lead  to strong enough adhesion 
that further outgrowth is inhibited, or the adhesion triggers an intracellular signaling cascade 
leading to growth cone arrest. This in vitro inhibition of neurite outgrowth is reminiscent of 
the wiring and target finding that was observed to depend on teneurins in vivo, where axons 
extend  until  they  find  partners  that  express  high  levels  of  the  same  type  of  teneurin  to 
connect with. 
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Experimental procedures 
Cloning of constructs 
Full‐length chicken teneurin‐1 (I1E1N1Y1; NM_204862) fused to an N‐terminal RFP‐tag and 
full‐length chicken teneurin‐2 (I2E2N2Y2; NM_204097) fused to an N‐terminal GFP‐tag were 
cloned into pcDNA3.1 vector. All subsequent swap and deletion constructs were cloned into 
the  same  vector.  Swap  constructs  were  generated  by  overlapping  PCR  using  a  14bp 
overhang. Swap and deletion constructs  (Fig. 1B) were cloned using  the  following domain 
boundaries in basepairs: ICD (I) 1‐852, EGF‐like repeats (E) 853‐2310, NHL repeats (N) 2311‐
4428 and YD‐repeats  (Y) 4429‐8118  for  teneurin‐1. For  teneurin‐2  the boundaries are  I 1‐
388, E 389‐2613, N 2614‐4719 and Y 4720‐8409. All constructs were sequence verified. 
Cell culture 
HEK293‐ECR  (Invitrogen) and Nb2a neuroblastoma cells  (ATCC CCL131) were maintained  in 
DMEM media with 10% (vol) FCS, 100 mg/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin (growth 
medium; all Invitrogen). Stable cell lines were established by G418 selection and FACS sorted 
for  homogenous  GFP‐  or  RFP‐fusion  protein  expression  with  the  same  gating  (Fig.  S1). 
Surface staining of all constructs was confirmed by staining of  the non‐permeabilized cells 
with polyclonal antibodies against teneurin‐1 or teneurin‐2 EGFs described  in  (Kenzelmann 
et  al.  2008).  Z‐stacks  were  acquired  on  a  spinning  disk  system  (Zeiss  AxioImager M1  + 
Yokogawa CSU‐22  scanhead) with  100x magnification  and  the  pictures were  deconvolved 
using the Huygens Remote Manager (Ponti et al. 2007). 
Cell adhesion measurements using SCFS 
One day prior to SCFS,  the growth medium was replaced with Liebowitz medium L‐15 and 
supplemented with  1%  (vol)  FCS.  For  SCFS,  cells were washed with  phosphate  buffered 
saline  (PBS),  detached  using  1%  (vol)  ethylenediaminetetraacetic  acid  (EDTA,  Sigma, 
Germany)  in PBS, pelleted, and  resuspended  into 1%  (vol)  serum Liebowitz medium  (SCFS 
measurement medium).  Cell‐cell  adhesion measurements  were  conducted  with  an  AFM 
(Nanowizard  I,  JPK  Instruments) mounted  on  an  inverted  fluorescence microscope  (Zeiss 
Axiovert  200,  equipped  with  20x  and  40x  lenses).  The  setup  was  extended  with  a  JPK 
CellHesion® module  to  increase  the  cell‐cell  separation  distance  to  100  μm  and  used  in 
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closed height feedback mode (Puech et al. 2006). Phase‐contrast and fluorescence  imaging 
were  used  to monitor  cellular morphology  during  adhesion measurements.  Tip‐less  AFM 
cantilevers  (NPO‐010,  Veeco  Instruments,  nominal  spring  constant  k  =  60  mN/m)  were 
calibrated  using  the  thermal  noise method  (Butt  and  Jaschke  1995).  Each  cantilever was 
calibrated  three  times  to  rule out possible errors. Spring constants were consistent within 
10%  of  their  nominal  value.  Plasma‐activated  cantilevers were  incubated with  2.5 mg/ml 
concanavalin  A  (ConA,  Sigma)  overnight  at  4°C  and  carefully  rinsed  in  PBS  before  use. 
Plasma‐activated petri dishes  (WPI,  Inc) were prepared  to obtain adhesive Petri dishes  for 
HEK  cells  to  adhere.  Before  SCFS,  Petri  dishes  were  gently  rinsed  with  the  cell  culture 
medium used to perform the adhesion tests (Liebowitz L‐15 medium supplemented with 1% 
(vol) FCS, 100 mg/ml penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin). Diluted cell suspensions were 
then  seeded  onto  the  substrate  and  incubated  over  night  at  37°C.  For  SCFS,  cells were 
selected using phase‐contrast microscopy and  fluorescence microscopy to characterize cell 
morphology and  to ensure consistent  teneurin expression  levels,  respectively  (Figure S1c). 
Once the cell has been selected, the ConA‐coated cantilever was gently pressed onto the cell 
applying  a  force  of  ≈1  nN  for  ≈3  s.  After  this,  the  cell  attached  to  the  cantilever  was 
withdrawn  from  the  substrate  for 2–10 min  to allow  the cell  to enhance  this attachment. 
This  ‘probe‐cell’  was  then  moved  above  a  'target‐cell’  that  was  firmly  attached  to  the 
adhesive ConA‐coated part of the substrate. Cell adhesion experiments between probe‐cell 
and  target‐cell  (see  Figure  2a) were performed  applying  a  contact  force of  1 nN,  contact 
times ranging  from 5–120 s, and 5 µm/s approach and retract velocities. The contact time 
was varied randomly for a given cell‐cell couple to prevent systematic bias or history effect. 
Each force‐distance (F‐D) curve characterizing the adhesion between probe‐cell and target‐
cell was  repeated  up  to many  times  depending  on  the  contact  time:  5  s  contact  time,  5 
repetitions;  20  s  contact  time,  3  repetitions;  60  s,  1  to  2  repetitions,  and  120  s  being 
measured once. A  resting  time of 30 s was given between  recording each F‐D curve. Each 
probe‐cell was used  to  test  several  target‐cells. Not more  than 40  F‐D  curves were  taken 
with any given probe‐cell. Cells were observed continuously during the SCFS experiment to 
judge whether  they were  intact  and  stably  associated with  the  cantilever/substrate.  F‐D 
curves were  analysed  using  IgorPro  custom‐made  routines  to  extract maximum  adhesion 
force (Figure 2a) and cell deformation during the contact. The F‐D curves were pooled and 
statistically processed as described.  
Results 
 
‐ 61 ‐ 
 
Statistical analysis of SCFS experiments 
After determining the maximal adhesion force (Fmax) for each F‐D curve, we averaged Fmax 
over many experimental  repetitions  to determine  the mean adhesion  force of a given cell 
couple  and  contact  time.  These  Fmax  values  were  pooled  to  obtain  the  distribution  of 
maximal  adhesion  forces  for  a  given  experimental  condition.  The  median,  mean  and 
standard  deviations  were  extracted  with  Graph  prism  (GraphpadSoftware)  for  unpaired 
Wilcoxon  based Mann‐Whitney  U‐tests  for  significance with  a  p  cut‐off  value  of  0.01.  p 
values were calculated using OriginPro (Originlab Inc.) Non‐parametric tests were applied to 
all SCFS data, because we assumed that the data are not normally distributed. Although no 
systematic history effect was  seen on  successive F‐D  curves  taken with one  cell  (data not 
shown),  we  could  not  assume  that  each  curve  is  strictly  independent  of  each  other. 
Furthermore,  cell  adhesion  forces  are  likely  to be dependent on different properties, e.g. 
more than one type of adhesion molecule, which does not allow us to use parametric tests. 
Wilcoxon based Mann‐Whitney U‐tests are distribution  independent and can  therefore be 
applied on composite data sets. Pearson’s rank correlation coefficient R was computed using 
Origin Pro. 
Protein purification and neurite outgrowth assay 
The DNA  sequence  spanning base pairs 1786‐8409 encoding  the complete ECD of chicken 
teneurin‐2 was cloned into a modified pSecTag vector (Invitrogen) containing N‐terminal His‐ 
and FLAG‐tags and a 3C protease  site and made compatible with  the pOPIN  suite  (Oxford 
Protein Production Facility; (Berrow et al. 2007) using InFusion cloning (Clontech) and pOPIN 
compatible primers. HEK293T cells were selected using Zeocin to stably express the ECD. The 
secreted protein was purified from the conditioned media using Probond resin (Invitrogen) 
following  the manual  of  the  supplier.  The  purity  of  our  protein  preparation  is  shown  in 
Supplemental Fig. S3A. 
Sterile  10  mm  cover  slips  were  coated  with  30  μg/ml  purified  protein  or  100  μg/ml 
poly‐lysine for at least one hour at room temperature and washed twice with PBS. The cover 
slips were placed  in 4‐well  tissue culture dishes  (Greiner bio‐one) and 2x104 cells per dish 
were  seeded  in 10% FCS  in DMEM. The next day  the medium was changed  to  serum‐free 
DMEM  to  induce Nb2a  differentiation  (Evangelopoulos  et  al.  2005).  After  24h  cells were 
fixed with  4%  PFA  for  7 min  at  room  temperature  and  stained with  rhodamine‐coupled 
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phalloidin (Cytoskeleton Inc.) for 30 min at room temperature and mounted on a glass slide. 
Pictures were taken on an Olympus IX70 system at 10X magnification and neurite length was 
manually  traced  using  the  NeuronJ  (Meijering  et  al.  2004)  plug‐in  for  ImageJ  (Abramoff 
2004). Only neurites longer than the cell diameter were measured. 100 neurite per condition 
were measured and statistical significance was tested using the One‐Way ANOVA on ranks. 
 
Mixed‐culture assay 
The mixed‐culture assay was performed as described elsewhere in great detail (Biederer and 
Scheiffele 2007). In short, HEK293‐ECR cells expressing either GFP‐tagged full‐length chicken 
teneurin‐2 (I2E2N2Y2) or GFP‐ 2E0N0Y0, thus  lacking the entire ECD, were co‐cultured with 
dissociated rat hippocampal cells, precultured for 5 days,  for additional 2 days  followed by 
fixation  and  staining  for  synapsin  (Millipore).  Five  random  Z‐stacks  were  acquired  per 
experiment and condition with a Zeiss LSM700 system at 40X magnification and the pictures 
were  deconvolved  using  the Huygens  Remote Manager  (Ponti,  Schwarb  et  al.  2007).  Co‐
localization  of  GFP‐tagged  teneurin  constructs  on  the  HEK293  cells  and  synapsin  of  the 
hippocampal neurites was analyzed using Imaris 7.1.1. (Bitplane). Statistical significance was 
tested using the One‐Way ANOVA on ranks. 
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Figures 
 
 
Figure 1: Teneurin structure, constructs used in this study and teneurin expressing cells as 
a substrate for neurite growth 
(A)  Domain  structure  of  teneurin‐1  and  ‐2  is  illustrated.  Teneurin‐2  domains  are  in  blue  and 
teneurin‐1 domains in green.  Each domain is denoted with a letter for the domain type followed by 
the number of the teneurin protein. A possible interaction of the intracellular domains with the actin 
cytoskeleton  is  indicated  by  a  link  through  CAP/ponsin  and  vinculin  or  an  unknown  protein 
(complex).  
(B) Deletion and swap constructs used  in this study. The same  letter and number code  is used as  in 
(A). Missing domains are indicated by their letter code followed by 0. 
(C) Co‐localization of synapsin with full‐length teneurin‐2 (I2E2N2Y2) or control cells lacking the ECD 
(I2E0N0Y0)  in  a  co‐culture  assay  of  teneurin  expressing  HEK293  cells  and  primary  hippocampal 
neurons. Acquired Z‐stacks with slice view in XZ‐ and YZ‐axis are presented. Scale bars, 5 μm. 
(D)  Quantification  of  the  co‐culture  assay.  The  number  of  co‐localized  voxels  per  pictures  is 
normalized  for  the  total  cell  surface area present  in  the picture. Black  lines  represent  the median 
with  error  bars  representing  the  standard  error  of  the  mean  (SEM).  Statistical  significance  of 
differences  in  the  co‐localized  voxels of  three  independent experiments  is  calculated by One‐Way 
ANOVA on ranks (**=p<0.001). 
Results 
 
‐ 66 ‐ 
 
 
 
Figure 2: Teneurin expressing cells show contact time dependent adhesion forces upon 
homophilic interaction measured by SCFS .  
(A) Outline of the assay: A single cell  immobilized on an AFM cantilever. This ‘probe cell’  is brought 
into contact with a second cell adhering to a solid substrate (target cell). After a predefined contact 
time,  the  probe  cell was  retracted  at  a  given  speed  5  µm/s  and  adhesive  forces were  detected 
recording the cantilever deflection over the distance travelled by a piezoelectric element moving the 
cantilever. The  resulting  force‐distance  (F‐D) curve quantifies  the maximum adhesion  force  (Fmax) 
between probe and target cell.  
 
(B)  Fmax  as  a  function  of  contact  time  for  homophilic  and  heterophilic  adhesion  between  three 
different HEK293 cell  lines overexpressing teneurins. Values are presented as mean from 14 to 210 
(depending  on  contact  time)  F‐D  curves  recorded  for  each  contact  time.  Error  bars  are  standard 
errors of the mean (SEM).  
 
(C) Homophilic versus heterophilic adhesion at 60 s contact time. Data is presented as a box‐whisker 
plot with each data point representing one cell‐cell adhesion experiment. Median is black and mean 
is white.  
 
(D) Slope of contact region ('contact stiffness') extracted from the approach F‐D curve versus Fmax 
recorded for each F‐D curve. Each cell line is highlighted as separately colored circle, square, upright 
and inverted triangles. No statistical correlation was seen between the four different cell lines 
(r = ‐0.113).  
 
(E) Confocal images of HEK cells expressing teneurins. (i) shows the extracellular domains of teneurin 
fluorescently stained with an anti‐EGF domain antibody. (ii) shows the GFP signal of the N‐terminal 
GFP‐tag. Scale bar, 10 µm. 
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Figure 3:  Teneurin ICD and NHL domains, but not the YD repeats, are required for 
increased adhesion forces measured by SCFS. 
(A)  Representative  F‐D  curves  (60  s  contact  time)  recording  the  adhesion  between  HEK  cells 
expressing different  teneurin constructs. F‐D curves showing  the probe cell approaching  the  target 
cell  are  gray.  F‐D  curves  recorded  when  separating  both  cells  (black)  are  used  to  estimate  the 
maximum adhesion force (arrow, Fmax). Maximal adhesion forces between probe cell and target cell 
after contact times of 5 s (black bar), 20 s (dark gray bar), and 60 s (light grey), and 120s (white bar) 
are presented. 15  to 218  (depending on  contact  time) F‐D  curves per  condition and  contact were 
acquired. Values are mean ± SEM. Numbers on  the bars  indicate mean Fmax values. P values are 
represented as *=p<0.01 and **= p<0.001.  
 
(B, C) Maximal adhesion forces between probe cell and target cell for teneurin constructs  in which 
the ICD, EGF‐like repeats and/or NHL domains have been swapped and YD repeats are deleted (see 
Fig. 1B). Each data point represents Fmax determined for one cell‐cell couple where mean adhesion 
forces are  represented as  red bars and SEM as black bars. Green and  red  shaded areas  represent 
positive  and  negative  controls,  respectively.  The  dashed  blue  line  corresponds  to mean  Fmax  of 
positive  controls  (homophilic  full‐length  teneurin‐1  and  ‐2  adhesion)  and  the  dashed  orange  line 
corresponds to mean Fmax of negative controls (heterophilic teneurin‐1 and ‐2 adhesion) (Fig. 3B,C 
and S3A). Grey shaded area represents SEM of the mean. 
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Figure  4:  Teneurin  homophilic  interactions  inhibit  neurite  outgrowth  of  Nb2a  cells 
mediated by the NHL repeat domain 
(A)  Nb2a  cells  transiently  transfected  with  constructs  expressing  either  full‐length  teneurin‐2 
(I2E2N2Y2) or teneurin‐1 (I1E1N1Y1) were seeded on purified teneurin‐2 ECD (top panel) or control 
substrate (bottom panel). Neurite outgrowth was induced in serum free media. Scale bar, 20 µm. 
(B) Quantification results of the neurite outgrowth assay on teneurin‐2 ECD (left panel) or poly‐lysine 
(right  panel)  for  Nb2a  cells  stably  expressing  full‐length  teneurin‐2  (I2E2N2Y2),  a  construct  with 
deleted ICD (I0E2N2Y2) or deleted ECD (I2E0N0Y0) are presented. The graph shows the percentage of 
cells  with  neurite  lengths  greater  than  the  length  indicated  on  the  X‐axis.  The  horizontal  lines 
represent the median value of three  independent experiments and the median values and SEM for 
each  construct  are  indicated  next  to  the  legend.  Significance  of  differences  in median  values  is 
calculated by One‐Way ANOVA on ranks (*=p<0.01). 
(D) Quantification results of the neurite outgrowth assay on teneurin‐2 ECD (left panel) or poly‐lysine 
(right  panel)  of  Nb2a  cells  stably  expressing  full‐length  teneurin‐2  (I2N2E2Y2),  a  construct  with 
deleted  YD  repeats  (I2E2N2Y0)  or with  the NHL  domain  swapped  (I2E2N1Y0)  are  presented.  The 
graph shows the percentage of cells with neurite lengths greater than the length indicated on the X‐
axis.  The  horizontal  lines  represent  the median  value  of  three  independent  experiments  and  the 
median  values  and  SEM  for  each  construct  are  indicated  next  to  the  legend.  Significance  of 
differences in median values is calculated by One‐Way ANOVA on ranks (*=p<0.01). 
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Supplementary Figure S1: Expression analysis with FACS, teneurin surface staining and cell 
attached to the cantilever for SCFS 
 
(A) Representative FACS profile  for HEK293 cells expressing  full‐length GFP‐tagged  teneurin‐2. The 
box represents the gate for sorting of all GFP‐expressing cell lines. 
(B)  Surface  stainings  with  an  anti‐EGF  teneurin‐2  antibody  of  non‐permeabilized  HEK293  cells 
expressing the constructs indicated and sorted with the gating presented in (A). Scale bar, 10 μm.  
(C) Representative  FACS profile  for HEK293  cells expressing  full‐length RFP‐tagged  teneurin‐1. The 
box represents the gate for sorting of all RFP‐expressing cell lines. 
(D)  Surface  stainings  with  an  anti‐EGF  teneurin‐1  antibody  of  non‐permeabilized  HEK293  cells 
expressing the constructs indicated and sorted with the gating presented in (C). Scale bar, 10 μm. 
(E) Representative image of the loading of the cantilever with a probe cell for SCFS. The cantilever is 
brought on top of a cell and picked up and cell fluorescence is checked. Scale bar, 20 μm. 
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Supplementary Figure S2: Contributions of various teneurin constructs on cell adhesion. 
(A)  Presented  are  the  maximal  adhesion  force  measurements  between  HEK293  cells  expressing 
teneurin swap and deletion constructs. These data complement the data shown in Figure 3C. The red 
and  green  shaded  areas  show  constructs  that  are  considered  as  negative  and  positive  controls 
respectively. The blue dashed  line  indicates mean Fmax of homophilic adhesion between teneurins 
(positive control) and the orange dashed line indicates mean Fmax of heterophilic adhesion between 
teneurins  (negative control)  (Fig. 2C) with  the gray shaded area representing  the SEM. Significance 
was calculated by measuring the significance of each data set in comparison to the blue dashed line. 
**=p<0.001; *=p<0.01 
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Supplementary  Figure  S3: Purity of protein purification,  coating efficiency of  cover  slips 
and representative images of the neurite outgrowth assay. 
(A) A coomassie stained protein gel of the protein purification is shown. Elution fractions (E) 1‐8 show 
the  purified  protein migrating  at  the  size  of monomeric  protein  of  about  250kDa  of  size.  These 
fractions were pooled, confirmed  for teneurin protein identity and purity in mass spectrometry (data 
not  shown)  and  used  for  coating  of  cover  slips.  (FT)  flow  through;  (W) wash  fraction;  (E)  elution 
fraction. E9‐11 contain non‐reduced dimers of the protein. 
(B) Glass cover slips were coated with purified protein of (A) and Nb2a cells were seeded on top of 
them. Coating efficiency was visualized by staining with an anti‐EGF of teneurin‐2 antibody and cell 
nuclei are DAPI stained. Scale bars, 10 µm. 
(C, D)  Representative  pictures  of  the  neurite  outgrowth  assays    on  glass  cover  slips  coated with 
purified ECD as shown in (B) or on poly‐lysine as a control substrate (presented in Figure 4B,C). Scale 
bar, 10 µm. 
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5.  Conclusions 
The results obtained in the different studies presented above are discussed in detail in each 
of the publications. Therefore, I will only add a small section to describe how my findings are 
related  to  each  other  and  how  they  help  to  improve  our  understanding  of  teneurin 
functions.  The  study  presented  in  chapter  4.1.  “Phylogenetic  Analysis  of  the  Teneurins: 
Conserved  Features  and Premetazoan Ancestry” describes  teneurins  as  a phylogenetically 
old  and  conserved  protein  family. We  found  a  teneurin‐like  gene  in  the  choanoflagellate 
Monosiga breviocollis, an unicellular eukaryote considered to be the closest relative of the 
metazoan.100, 101 In the study “Teneurin homophilic interaction is mediated by their propeller 
domain  and  inhibits  neurite  outgrowth”  as  presented  in  chapter  4.3.,  we  show  that 
teneurins  homophilically  interact  to  create  strong  adhesion  forces  between  cells.  This 
function may indicate that the presence of a teneurin‐like gene in a non‐metazoan organism 
is involved in facilitating metazoan multicellularity, similar to the proposed role of cadherins 
in this process.102 Furthermore, the domain structures between species and paralogs were 
analyzed  in more detail  in the first study. Great emphasis was placed on the ICD, since  it  is 
believed to play an important role in mediating teneurin functions. Previously, it was shown 
that  the  teneurin‐1  ICD  interacts  with  the  adaptor  protein  CAP/ponsin,  representing  a 
possible  link to the cytoskeleton. Even though the known SH3 binding motif only differs  in 
one amino acid in teneurin‐2, it is not able to bind CAP/ponsin.80 The results obtained in the 
third  study  presented,  clearly  show  the  importance  of  the  teneurin  ICD  in  mediating 
adhesion  forces  between  two  cells.  Thus,  a  connection  between  the  ICD  and  the 
cytoskeleton seems to be crucial. We could show that this feature is conserved between the 
ICDs  of  teneurin‐1  and  ‐2,  since  ICD  swap  constructs  were  able  to  mediate  the  same 
adhesion  forces  as  the  original  constructs.  As  teneurin‐2  is  not  able  to  bind  CAP/ponsin, 
there  has  to  be  another  conserved  link  between  teneurin  ICDs  and  the  cytoskeleton. 
CAP/ponsin is part of the vinexin family of adaptor proteins. All three family members have 
been shown to perform a function  in cell adhesion.103    It would be  interesting to analyze  if 
different  teneurins bind  to different members of  the vinexin protein  family.  In addition, a 
screen for further interaction partners for all teneurin ICDs would help to better understand 
how the ICD is able to mediate teneurin functions. 
Axon  guidance  molecules  as  well  as  target  finding  molecules  usually  have  common 
characteristics. They promote adhesion and neurite outgrowth and are expressed in distinct 
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patterns.  Extensive  studies  of  teneurin  expression  in  different  species  revealed  distinct, 
non‐overlapping expression patterns. These patterns are usually regulated by a network of 
transcription  factors.  In  the  study  “Human  Teneurin‐1  is  a direct  target of  the homeobox 
transcription  factor EMX2 at a novel alternate promoter” as presented  in  section 4.2., we 
show that the expression of teneurin‐1  is directly regulated by Emx2, a prominent member 
of this transcription factor network. Emx2 directly binds to a single homeobox binding site in 
the novel alternate promoter in both, in vitro and in vivo. This regulation might contribute to 
the  patterned  teneurin‐1  expression  in  the  developing  brain.  In  addition,  as  shown  in 
chapter 4.3., teneurins mediate homophilic adhesion forces, but not heterophilic ones. The 
domain responsible for this discrimination is the propeller‐like NHL domain. Furthermore, an 
overexpression  of  teneurin‐2  leads  to  neurite  outgrowth,81   which  is  slowed  down when 
teneurins interact homophilically. 
In  conclusion,  the  results presented here,  together with  increasing evidence  in  literature, 
clearly indicate that teneurins are axon guidance and target finding molecules. This function 
is phylogenetically conserved. Finally, the ICD and the NHL propeller domain were identified 
as  the  important  domains  in mediating  this  function.  This  provides  the  basis  to  further 
analyze  these  domains.  One  major  question  to  be  answered  in  future  studies  is  which 
proteins  are  involved  in  linking  the  ICD  to  the  cytoskeleton.  Furthermore,  it  will  be 
interesting to examine how the NHL domains of teneurin‐1 and ‐2 can discriminate between 
homophilic  and  heterophilic  binding,  despite  their  high  conservation.  Solving  the  crystal 
structure of this domain to get information about which residues are crucial in discriminating 
homophilic  interactions would be a good approach  to understand  the  function of  the NHL 
domains in more detail.   
 
Appendix 
‐ 74 ‐ 
 
6.  References 
1.  Lodish H., et al., Molecular Cell Biology, 5th Edition. 2003: W.H. Freeman and 
Company, New York, NY, USA. 
2.  Vasioukhin, V. and E. Fuchs, Actin dynamics and cell‐cell adhesion in epithelia. 
Current Opinion in Cell Biology, 2001. 13(1): p. 76‐84. 
3.  Redies, C., F. Neudert, and J. Lin, Cadherins in Cerebellar Development: Translation 
of Embryonic Patterning into Mature Functional Compartmentalization. The 
Cerebellum, 2011. 10(3): p. 393‐408. 
4.  Hynes, R.O. and A.D. Lander, Contact and adhesive specificities in the associations, 
migrations, and targeting of cells and axons. Cell, 1992. 68(2): p. 303‐322. 
5.  Hansen, S., V. Berezin, and E. Bock, Signaling mechanisms of neurite outgrowth 
induced by the cell adhesion molecules NCAM and N‐Cadherin. Cellular and 
Molecular Life Sciences, 2008. 65(23): p. 3809‐3821. 
6.  Walmod, P.S., et al., Zippers Make Signals: NCAM‐mediated Molecular Interactions 
and Signal Transduction. Neurochemical Research, 2004. 29(11): p. 2015‐2035. 
7.  Margadant, C., et al., Mechanisms of integrin activation and trafficking. Current 
Opinion in Cell Biology, 2011. 23(5): p. 607‐614. 
8.  Stiles, J. and T. Jernigan, The Basics of Brain Development. Neuropsychology Review, 
2010. 20(4): p. 327‐348. 
9.  Stiles, J., The fundamentals of brain development. Integrating nature and nurture. 
2008: Harvard University Press, Cambridge, MA, USA. 
10.  Sanes, D., T. Reh, and W. Harris, Development of the nervous system. 2nd ed. 2000, 
San Diego: Academic Press. 
11.  Sur, M. and J.L.R. Rubenstein, Patterning and Plasticity of the Cerebral Cortex. 
Science, 2005. 310(5749): p. 805‐810. 
12.  O'Leary, D.D.M., S.‐J. Chou, and S. Sahara, Area Patterning of the Mammalian 
Cortex. Neuron, 2007. 56(2): p. 252‐269. 
13.  Sansom, S.N. and F.J. Livesey, Gradients in the brain: the control of the development 
of form and function in the cerebral cortex. Cold Spring Harb Perspect Biol, 2009. 
1(2): p. a002519. 
14.  Lumsden, A. and R. Krumlauf, Patterning the Vertebrate Neuraxis. Science, 1996. 
274(5290): p. 1109‐1115. 
15.  Keynes, R. and R. Krumlauf, Hox Genes and Regionalization of the Nervous System. 
Annual Review of Neuroscience, 1994. 17(1): p. 109‐132. 
16.  Crossley, P.H., et al., Coordinate expression of Fgf8, Otx2, Bmp4, and Shh in the 
rostral prosencephalon during development of the telencephalic and optic vesicles. 
Neuroscience, 2001. 108(2): p. 183‐206. 
17.  Furuta, Y., D.W. Piston, and B.L. Hogan, Bone morphogenetic proteins (BMPs) as 
regulators of dorsal forebrain development. Development, 1997. 124(11): p. 2203‐
2212. 
18.  Crossley, P.H. and G.R. Martin, The mouse Fgf8 gene encodes a family of 
polypeptides and is expressed in regions that direct outgrowth and patterning in 
the developing embryo. Development, 1995. 121(2): p. 439‐451. 
19.  Ohkubo, Y., C. Chiang, and J.L.R. Rubenstein, Coordinate regulation and synergistic 
actions of BMP4, SHH and FGF8 in the rostral prosencephalon regulate 
morphogenesis of the telencephalic and optic vesicles. Neuroscience, 2002. 111(1): 
p. 1‐17. 
Appendix 
‐ 75 ‐ 
 
20.  Rubenstein, J.L.R., et al., Regionalization of the prosencephalic neural plate. Annual 
Review of Neuroscience, 1998. 21(1): p. 445‐477. 
21.  Bishop, K.M., G. Goudreau, and D.D.M. O'Leary, Regulation of Area Identity in the 
Mammalian Neocortex by Emx2 and Pax6. Science, 2000. 288(5464): p. 344‐349. 
22.  Osumi, N., The Role of Pax6 in Brain Patterning. The Tohoku Journal of Experimental 
Medicine, 2001. 193(3): p. 163‐174. 
23.  Bishop, K.M., J.L.R. Rubenstein, and D.D.M. O'Leary, Distinct Actions of Emx1, Emx2, 
and Pax6 in Regulating the Specification of Areas in the Developing Neocortex. The 
Journal of Neuroscience, 2002. 22(17): p. 7627‐7638. 
24.  Hamasaki, T., et al., EMX2 Regulates Sizes and Positioning of the Primary Sensory 
and Motor Areas in Neocortex by Direct Specification of Cortical Progenitors. 
Neuron, 2004. 43(3): p. 359‐372. 
25.  Tessier‐Lavigne, M. and C.S. Goodman, The Molecular Biology of Axon Guidance. 
Science, 1996. 274(5290): p. 1123‐1133. 
26.  Dickson, B.J., Molecular Mechanisms of Axon Guidance. Science, 2002. 298(5600): p. 
1959‐1964. 
27.  Kidd, T., K.S. Bland, and C.S. Goodman, Slit Is the Midline Repellent for the Robo 
Receptor in Drosophila. Cell, 1999. 96(6): p. 785‐794. 
28.  Battye, R., A. Stevens, and J.R. Jacobs, Axon repulsion from the midline of the 
Drosophila CNS requires slit function. Development, 1999. 126(11): p. 2475‐2481. 
29.  Plump, A.S., et al., Slit1 and Slit2 Cooperate to Prevent Premature Midline Crossing 
of Retinal Axons in the Mouse Visual System. Neuron, 2002. 33(2): p. 219‐232. 
30.  Culotti, J.G. and D.C. Merz, DCC and netrins. Current Opinion in Cell Biology, 1998. 
10(5): p. 609‐613. 
31.  Yee, K.T., et al., Extension of Long Leading Processes and Neuronal Migration in the 
Mammalian Brain Directed by the Chemoattractant Netrin‐1. Neuron, 1999. 24(3): 
p. 607‐622. 
32.  Sun, K.L.W., J.P. Correia, and T.E. Kennedy, Netrins: versatile extracellular cues with 
diverse functions. Development, 2011. 138(11): p. 2153‐2169. 
33.  Yazdani, U. and J. Terman, The semaphorins. Genome Biology, 2006. 7(3): p. 211. 
34.  Raper, J.A., Semaphorins and their receptors in vertebrates and invertebrates. 
Current Opinion in Neurobiology, 2000. 10(1): p. 88‐94. 
35.  Wilkinson, D.G., Multiple roles of eph receptors and ephrins in neural development. 
Nat Rev Neurosci, 2001. 2(3): p. 155‐164. 
36.  Frisén, J., et al., Ephrin‐A5 (AL‐1/RAGS) Is Essential for Proper Retinal Axon 
Guidance and Topographic Mapping in the Mammalian Visual System. Neuron, 
1998. 20(2): p. 235‐243. 
37.  Ditlevsen, D.K., K. Kolkova, and V. Berezin, Signaling Pathways Involved in NCAM‐
Induced Neurite Outgrowth: Structure and Function of the Neural Cell Adhesion 
Molecule NCAM. Advances in Experimental Medicine and Biology, 2010. 663: p. 151‐
168. 
38.  Gundersen, R.W., Response of sensory neurites and growth cones to patterned 
substrata of laminin and fibronectin in vitro. Developmental Biology, 1987. 121(2): 
p. 423‐431. 
39.  Faissner, A., The tenascin gene family in axon growth and guidance. Cell and Tissue 
Research, 1997. 290(2): p. 331‐341. 
40.  Waites, C.L., A.M. Craig, and C.C. Garner, Mechanisms of vertebrate synaptogenesis. 
Annual Review of Neuroscience, 2005. 28(1): p. 251‐274. 
Appendix 
‐ 76 ‐ 
 
41.  Scheiffele, P., Cell‐Cell signaling during synapse formation in the CNS. Annual 
Review of Neuroscience, 2003. 26(1): p. 485‐508. 
42.  Shapiro, L. and D.R. Colman, The Diversity of Cadherins and Implications for a 
Synaptic Adhesive Code in the CNS. Neuron, 1999. 23(3): p. 427‐430. 
43.  Inoue, A. and J.R. Sanes, Lamina‐Specific Connectivity in the Brain: Regulation by N‐
Cadherin, Neurotrophins, and Glycoconjugates. Science, 1997. 276(5317): p. 1428‐
1431. 
44.  Lee, C.‐H., et al., N‐Cadherin Regulates Target Specificity in the Drosophila Visual 
System. Neuron, 2001. 30(2): p. 437‐450. 
45.  Lee, R.C., et al., The protocadherin Flamingo is required for axon target selection in 
the Drosophila visual system. Nat Neurosci, 2003. 6(6): p. 557‐563. 
46.  O`Brien, R.J., et al., Synaptic Clustering of AMPA Receptors by the Extracellular 
Immediate‐Early Gene Product Narp. Neuron, 1999. 23(2): p. 309‐323. 
47.  Dalva, M.B., et al., EphB Receptors Interact with NMDA Receptors and Regulate 
Excitatory Synapse Formation. Cell, 2000. 103(6): p. 945‐956. 
48.  Biederer, T., et al., SynCAM, a Synaptic Adhesion Molecule That Drives Synapse 
Assembly. Science, 2002. 297(5586): p. 1525‐1531. 
49.  Akins, M.R. and T. Biederer, Cell‐cell interactions in synaptogenesis. Current Opinion 
in Neurobiology, 2006. 16(1): p. 83‐89. 
50.  Minet, A.D. and R. Chiquet‐Ehrismann, Phylogenetic analysis of teneurin genes and 
comparison to the rearrangement hot spot elements of E. coli. Gene, 2000. 257(1): 
p. 87‐97. 
51.  Baumgartner, S. and R. Chiquet‐Ehrismann, Tena, a Drosophila gene related to 
tenascin, shows selective transcript localization. Mechanisms of Development, 
1993(40): p. 165‐176. 
52.  Baumgartner, S., et al., Ten(m), a Drosophila gene related to Tenascin, is a new pair‐
rule gene. EMBO Journal, 1994. 13(16): p. 3728‐3740. 
53.  Levine, A., et al., odd Oz: A novel Drosophila pair rule gene. Cell, 1994. 77(4): p. 587‐
598. 
54.  Zheng, L., et al., Drosophila Ten‐m and Filamin Affect Motor Neuron Growth Cone 
Guidance. PLoS ONE, 2012. 6(8): p. e22956. 
55.  Drabikowski, K., A. Trzebiatowska, and R. Chiquet‐Ehrismann, ten‐1, an essential 
gene for germ cell development, epidermal morphogenesis, gonad migration, and 
neuronal pathfinding in Caenorhabditis elegans. Developmental Biology, 2005. 
282(1): p. 27‐38. 
56.  Minet, A.D., et al., Teneurin‐1, a vertebrate homologue of the Drosophila pair‐rule 
gene ten‐m, is a neuronal protein with a novel type of heparin‐binding domain. 
Journal of Cell Science, 1999. 112 ( Pt 12): p. 2019‐32. 
57.  Mörck, C., et al., C. elegans ten‐1 is synthetic lethal with mutations in cytoskeleton 
regulators, and enhances many axon guidance defective mutants. BMC 
Developmental Biology, 2010. 10(1): p. 55. 
58.  Levine, A., C. Weiss, and R. Wides, Expression of the pair‐rule gene odd Oz (odz) in 
imaginal tissues. Developmental Dynamics, 1997. 209(1): p. 1‐14. 
59.  Fascetti, N. and S. Baumgartner, Expression of Drosophila Ten‐a, a dimeric receptor 
during embryonic development. Mechanisms of Development, 2002. 114(1â€“2): p. 
197‐200. 
Appendix 
‐ 77 ‐ 
 
60.  Mieda, M., et al., Compartmentalized expression of zebrafish ten‐m3 and ten‐m4, 
homologues of the Drosophila tenm/odd Oz gene, in the central nervous system. 
Mechanisms of Development, 1999. 87(1‐2): p. 223‐227. 
61.  Rubin, B.P., et al., Teneurins: A Novel Family of Neuronal Cell Surface Proteins in 
Vertebrates, Homologous to the Drosophila Pair‐Rule Gene Product Ten‐m. 
Developmental Biology, 1999. 216(1): p. 195‐209. 
62.  Kenzelmann, D., et al., Teneurin‐1 is expressed in interconnected regions of the 
developing brain and is processed in vivo. BMC Developmental Biology, 2008. 8: p. 
30. 
63.  Kenzelmann Broz, D., Tucker R.P.,  Leachman N.T. and Chiquet‐Ehrismann R., The 
expression of teneurin‐4 in the avian embryo: potential roles in patterning of the 
limb and nervous system. Int. J. Dev. Biol., 2010. 54: p. 1509‐1516. 
64.  Tucker, R.P., et al., Teneurin‐2 is expressed in tissues that regulate limb and somite 
pattern formation and is induced in vitro and in situ by FGF8. Developmental 
Dynamics, 2001. 220(1): p. 27‐39. 
65.  Tucker, R.P., et al., The expression of teneurin‐4 in the avian embryo. Mechanisms 
of Development, 2000. 98(1‐2): p. 187‐91. 
66.  Otaki, J.M. and S. Firestein, Segregated expression of neurestin in the developing 
olfactory bulb. Neuroreport, 1999. 10(12): p. 2677‐2680. 
67.  Oohashi, T., et al., Mouse Ten‐m/Odz Is a New Family of Dimeric Type II 
Transmembrane Proteins Expressed in Many Tissues. Journal of Cell Biology, 1999. 
145(3): p. 563‐577. 
68.  Ben‐Zur, T., et al., The Mammalian Odz Gene Family: Homologs of a Drosophila Pair‐
Rule Gene with Expression Implying Distinct yet Overlapping Developmental Roles. 
Developmental Biology, 2000. 217(1): p. 107‐120. 
69.  Li, H., K.M. Bishop, and D.D. O'Leary, Potential target genes of EMX2 include 
Odz/Ten‐M and other gene families with implications for cortical patterning. 
Molecular and Cellular Neuroscience, 2006. 33(2): p. 136‐49. 
70.  Zhou, X.‐H., et al., The murine Ten‐m/Odz genes show distinct but overlapping 
expression patterns during development and in adult brain. Gene Expression 
Patterns, 2003. 3(4): p. 397‐405. 
71.  Ben‐Zur, T. and R. Wides, Mapping Homologs of Drosophila odd Oz(odz):Doc4/Odz4 
to Mouse Chromosome 7, Odz1to Mouse Chromosome 11 and ODZ3 to Human 
Chromosome Xq25. Genomics, 1999. 58(1): p. 102‐103. 
72.  Lossie, A.C., et al., Mutation of l7Rn3 Shows That Odz4 Is Required for Mouse 
Gastrulation. Genetics, 2005. 169(1): p. 285‐299. 
73.  Wang, X.‐Z., et al., Identification of novel stress‐induced genes downstream of chop. 
EMBO Journal, 1998. 17(13): p. 3619‐3630. 
74.  Tucker, R.P., et al., Teneurins: Transmembrane proteins with fundamental roles in 
development. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 2007. 39(2): 
p. 292‐297. 
75.  Tucker, R.P. and R. Chiquet‐Ehrismann, Teneurins: A conserved family of 
transmembrane proteins involved in intercellular signaling during development. 
Developmental Biology, 2006. 290(2): p. 237‐245. 
76.  Feng, K., et al., All Four Members of the Ten‐m/Odz Family of Transmembrane 
Proteins Form Dimers. Journal of Biological Chemistry, 2002. 277(29): p. 26128‐
26135. 
Appendix 
‐ 78 ‐ 
 
77.  Edwards, T.A., et al., Model of the brain tumor‐Pumilio translation repressor 
complex. Genes Dev, 2003. 17(20): p. 2508‐2513. 
78.  Lovejoy, D.A., S. Rotzinger, and D. Barsyte‐Lovejoy, Evolution of Complementary 
Peptide Systems: teneurin C‐terminal‐associated peptides and corticotropin‐
releasing factor superfamilies. Annals of the New York Academy of Sciences, 2009. 
1163(Trends in Comparative Endocrinology and Neurobiology): p. 215‐220. 
79.  Trzebiatowska, A., et al., Caenorhabditis elegans teneurin, ten‐1, is required for 
gonadal and pharyngeal basement membrane integrity and acts redundantly with 
integrin ina‐1 and dystroglycan dgn‐1. Molecular Biology of the Cell, 2008. 19(9): p. 
3898‐908. 
80.  Nunes, S.M., et al., The intracellular domain of teneurin‐1 interacts with MBD1 and 
CAP/ponsin resulting in subcellular codistribution and translocation to the nuclear 
matrix. Experimental Cell Research, 2005. 305(1): p. 122‐32. 
81.  Rubin, B.P., et al., Teneurin 2 is expressed by the neurons of the thalamofugal visual 
system in situ and promotes homophilic cell‐cell adhesion in vitro. Development, 
2002. 129(20): p. 4697‐705. 
82.  Bagutti, C., et al., The intracellular domain of teneurin‐2 has a nuclear function and 
represses zic‐1‐mediated transcription. Journal of Cell Science, 2003. 116(Pt 14): p. 
2957‐66. 
83.  Brown, M.S., et al., Regulated Intramembrane Proteolysis: A Control Mechanism 
Conserved from Bacteria to Humans. Cell, 2000. 100(4): p. 391‐398. 
84.  Kenzelmann, D., R. Chiquet‐Ehrismann, and R. Tucker, Teneurins, a transmembrane 
protein family involved in cell communication during neuronal development. 
Cellular and Molecular Life Sciences, 2007. 64(12): p. 1452‐1456. 
85.  Wade, P.A., Methyl CpG‐binding proteins and transcriptional repression*. BioEssays, 
2001. 23(12): p. 1131‐1137. 
86.  Topf, U. and R. Chiquet‐Ehrismann, Genetic interaction between Caenorhabditis 
elegans teneurin ten‐1 and prolyl 4‐hydroxylase phy‐1 and their function in 
collagen IV‐mediated basement membrane integrity during late elongation of the 
embryo. Molecular Biology of the Cell, 2011. 22(18): p. 3331‐3343. 
87.  Silva, J.‐P., et al., Latrophilin 1 and its endogenous ligand Lasso/teneurin‐2 form a 
high‐affinity transsynaptic receptor pair with signaling capabilities. Proceedings of 
the National Academy of Sciences, 2011. 108(29): p. 12113‐12118. 
88.  Kinel‐Tahan, Y., et al., Drosophila odz gene is required for multiple cell types in the 
compound retina. Developmental Dynamics, 2007. 236(9): p. 2541‐2554. 
89.  Leamey, C.A., et al., Differential Gene Expression between Sensory Neocortical 
Areas: Potential Roles for Ten_m3 and Bcl6 in Patterning Visual and Somatosensory 
Pathways. Cerebral Cortex, 2008. 18(1): p. 53‐66. 
90.  Leamey, C.A., et al., Ten_m3 Regulates Eye‐Specific Patterning in the Mammalian 
Visual Pathway and Is Required for Binocular Vision. PLoS Biology, 2007. 5(9): p. 
e241. 
91.  Luckasson, R. and A. Reeve, Naming, Defining, and Classifying in Mental 
Retardation. Mental Retardation, 2001. 39(1): p. 47‐52. 
92.  Plenge, R.M., et al., Skewed X‐Chromosome Inactivation Is a Common Feature of X‐
Linked Mental Retardation Disorders. The American Journal of Human Genetics, 
2002. 71(1): p. 168‐173. 
93.  Gécz, J., C. Shoubridge, and M. Corbett, The genetic landscape of intellectual 
disability arising from chromosome X. Trends in Genetics, 2009. 25(7): p. 308‐316. 
Appendix 
‐ 79 ‐ 
 
94.  Chiurazzi, P., et al., XLMR genes: update 2007. Eur J Hum Genet, 2008. 16(4): p. 422‐
434. 
95.  Chelly, J., et al., Genetics and pathophysiology of mental retardation. Eur J Hum 
Genet, 2006. 14(6): p. 701‐713. 
96.  Raymond, F.L., et al., Mutations in ZDHHC9, Which Encodes a Palmitoyltransferase 
of NRAS and HRAS, Cause X‐Linked Mental Retardation Associated with a 
Marfanoid Habitus. The American Journal of Human Genetics, 2007. 80(5): p. 982‐
987. 
97.  Chiyonobu, T., et al., Partial tandem duplication of GRIA3 in a male with mental 
retardation. American Journal of Medical Genetics Part A, 2007. 143A(13): p. 1448‐
1455. 
98.  Tarpey, P.S., et al., Mutations in UPF3B, a member of the nonsense‐mediated mRNA 
decay complex, cause syndromic and nonsyndromic mental retardation. Nat Genet, 
2007. 39(9): p. 1127‐1133. 
99.  Li, H., et al., Mutation analysis of methyl‐CpG binding protein family genes in 
autistic patients. Brain and Development, 2005. 27(5): p. 321‐325. 
100.  Lang, B.F., et al., The Closest Unicellular Relatives of Animals. Current Biology, 2002. 
12(20): p. 1773‐1778. 
101.  Ruiz‐Trillo, I.a., et al., A Phylogenomic Investigation into the Origin of Metazoa. 
Molecular Biology and Evolution, 2008. 25(4): p. 664‐672. 
102.  Abedin, M. and N. King, The Premetazoan Ancestry of Cadherins. Science, 2008. 
319(5865): p. 946‐948. 
103.  Kioka, N., K. Ueda, and T. Amachi, Vinexin, CAP/ponsin, ArgBP2: a Novel Adaptor 
Protein Family Regulating Cytoskeletal Organization and Signal Transduction. Cell 
Structure and Function, 2002. 27(1): p. 1‐7. 
 
   
Appendix 
‐ 80 ‐ 
 
7.  Appendix 
7.1.  List of Figures and Tables 
Figure 1: Schematic overview of major adhesive cell‐cell and cell‐ECM interactions 1 ........... ‐ 4 ‐ 
Figure 2: Schematic model for the generation of cell‐cell adhesions 1 ................................... ‐ 5 ‐ 
Figure 3: Schematic representation of vertebrate brain development and segmentation ..... ‐ 7 ‐ 
Figure 4: Dorsal view of an adult mouse brain13 .................................................................... ‐ 8 ‐ 
Figure 5: Diagrams of dorsal view of the mouse neocortex ................................................. ‐ 10 ‐ 
Figure 6: Schematic representation of axon guidance ......................................................... ‐ 12 ‐ 
Figure 7: Domain architecture of vertebrate teneurins ....................................................... ‐ 17 ‐ 
 
Table 1: Summary of nomenclature and expression sites during development ................... ‐ 16 ‐ 
 
   
Appendix 
‐ 81 ‐ 
 
7.2.  Abbreviations 
AFM    atomic force microscopy 
BMP    bone morphogenic protein 
CAM    cell adhesion molecule 
CNS    central nervous system 
CRF    corticotrophin releasing factor   
DCC    deleted in colorectal carcinoma  
ECD    extracellular domain 
ECM    extracellular matrix 
EGF‐like  epidermal growth factor‐like   
Eph    ephrin 
Fgf    fibroblast growth factor 
ICD    intracellular domain 
Ig    immunoglobular 
MR    mental retardation 
RIP    regulated intramembrane proteolysis 
SCFS    single cell force spectroscopy 
Shh    sonic hedgehog 
ten‐a    tenascin‐like accessory 
ten‐m    tenascin‐like major 
TCAP    teneurin C‐terminal associated peptide 
XLMR    X‐linked mental retardation 
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